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POVZETEK

Poraba zdravil se iz leta v leto konstantno povecuje in s tem tudi njihov vnos in pojavnost
v okolju, v katerem lahko delujejo potencialno skodljivo. V magistrski nalogi smo najprej
ugotavljali prisotnost 111 uc¢inkovin v vzorcih odpadne vode iz iztokov §tirih Cistilnih
naprav. Vzorce smo analizirali z delno avtomatizirano metodo ekstrakcije na trdnem
nosilcu (SPE-DEX), sledila ji je analiza s tekocinsko kromatografijo, sklopljeno z masnim
spektrometrom (LC-MS/MS).

S pomocjo rezultatov analize vzorcev odpadnih voda smo izbrali 44 uéinkovin, za katere
smo razvili postopek ekstrakcije na trdnem nosilcu (SPE) iz povrsinskih voda. Glavni cilj
magistrske naloge je bil razviti in ovrednotiti metodo za ekstrakcijo ucinkovin iz
povrsinskih voda. Izbirali smo med Stirimi elucijskimi topili, ki so bila meSanica metanola,
acetonitrila, dodali pa smo Se mravljinéno kislino in izopropanol. Preizkusili smo tri
razli¢ne sorbente. Pripravili smo vzorce z razliénimi pH-vrednostmi ter izbirali med
razli¢nimi volumni nanosa (100-1.000 mL). Preverili smo $e razli¢ne volumne topila za
raztopitev suhega zaostanka. NajustreznejSe pogoje smo izbrali na podlagi izraCunanih
izkoristkov in ponovljivosti postopka. Najvisje izkoristke in najboljSo ponovljivost smo
dobili, ¢e smo 200 mL vzorca uravnali na pH 4, eluirali s topilom metanol : acetonitril =
3:1 in suh zaostanek raztopili v 150 pL topila. Instrumentalno analizo vzorcev tekom
razvoja in ovrednotenja smo izvedli z LC-MS/MS. Novi metodi smo vrednotili linearnost v
obmod¢ju 8-1.600 ng/L (gledano za faktor prilagoditve koncentracije 1), ki je bila za vecino
uéinkovin nad 0,996 in ponovljivost <7 %. Kriterija tocnosti ni doseglo 7 ucinkovin,
metoda pa je 100-odstotno to¢na za tramadol. Meje dolocitve so bile v nizkem ng/L

koncentracijskem obmocju, za polovico pod 1 ng/L in le za nekatere nad 40 ng/L.

Metodo smo uporabili na petih vzorcih rek in enem vzorcu iz jezera. Zaznali smo 43
uéinkovin, od tega kar 24 v vsaj §tirih vzorcih. Osemnajst uc¢inkovin smo kvantitativno
ovrednotili, irbesartan, kofein in valsartan pa smo izmerili v vseh $estih vzorcih. Najnizje
izmerjene koncentracije je imel vzorec iz jezera, kjer smo izmerili tudi absolutno najnizjo
koncentracijo 0,08 ng/L za venlafaksin. Najvi§je izmerjene koncentracije so znasale 47,23,

44,57 in 18,56 ng/L za valsartan, gabapentin in tramadol.

Kljucne besede: zdravilne ucinkovine, povrsinske vode, ekstrakcija na trdnem nosilcu,
LC-MS/MS.

Vi
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ABSTRACT

Consumption of pharmaceuticals increases year by year and, as a consequence, their
introduction to and occurrence in the environment in which they can cause potential
negative effects increases as well. In this master's thesis, we first performed a screening of
111 pharmaceuticals in samples of wastewater from the outflows of four treatment plants.
We analyzed the samples using a semi-automated solid extraction method (SPE-DEX),
followed by liquid chromatography coupled with mass spectrometer analysis (LC-
MS/MS).

Using the results of the wastewater sample analysis, we selected 44 pharmaceuticals for
which a solid-phase extraction method was developed. The main goal of this master's
thesis was to develop and validate the method for the extraction of pharmaceuticals from
surface waters. We chose between 4 elution solvents consisting of a mixture of methanol,
acetonitrile, and formic acid or isopropanol. We tested three different cartridges, prepared
samples with different pH values and selected various application volumes ranging from
100-1.000 mL. We also tested different volumes of the reconstitution solvent. The most
optimal conditions were selected based on the calculated recovery. The highest recovery
and the best repeatability were obtained when a 200 mL water sample was adjusted to pH
4, eluted with MeOH : ACN =3 : 1 and 150 puL of a reconstitution solvent was added. The
instrumental analysis of the samples during the development and validation was performed
by LC-MS/MS. The new method was validated and linearity range was established in the
range of 8-1.600 ng/L (for the concentration adjustment factor of 1), and for most
pharmaceuticals it was above 0.996 with the reproducibility < 7%. Seven pharmaceuticals
did not pass the accuracy criterion, but the method is 100% accurate for tramadol. The
limit of quantification was in a low ng/L concentration range, for one half of the
pharmaceuticals below 1 ng/L and only for some above 40 ng/L.

We applied the method to five samples from the rivers and to one sample from the lake.
We detected 43 pharmaceuticals, 24 of which in at least four samples. The concentration in
the samples was measured for 18 pharmaceuticals; irbesartan, caffeine and valsartan were
measured in all six samples. The lowest measured concentrations had the sample from the
lake, where the absolute minimum concentration of 0.08 ng/L for venlafaxine was
measured. The highest measured concentrations were 47.23, 44.57 and 18.56 ng/L for
valsartan, gabapentin, and tramadol, respectively.

Keywords: pharmaceuticals, surface water, solid phase extraction, LC-MS/MS

Vil
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SEZNAM OKRAJSAV

ACN - acetonitril

ATC — anatomsko-terapevtsko-kemicna klasifikacija zdravil

CN - ¢&istilna naprava

DDD - definiran dnevni odmerek (angl. defined daily dose)

ECso — koncentracija snovi, pri kateri pride ob izpostavljenosti do ucinka na 50 %
izpostavljenih organizmov

ESI — elektrorazprsevalna ionizacija (angl. electrospray ionization)

FDA — Agencija za hrano in zdravila (angl. Food and Drug Administration)

FPK — faktor prilagoditve koncentracije

GS-MS - plinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo (angl. gas
chromatography — mass spectrometry)

GS-MS/MS - plinska kromatografija, sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo (angl.
gas chromatography coupled with tandem mass spectrometry)

IPrOH — 2-propanol

IS — interni standard

LC-MS - tekocinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo (angl. liquid
chromatography — mass spectrometry)

LC-MS/MS - tekoCinska kromatografija, sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo
(angl. liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry)

LOD — meja zaznave (angl. limit of detection)

LOQ — meja dolocitve (angl. limit of quantitation)

ME — ucinek matrice (angl. matrix effect)

MeOH — metanol

MRM — multirezidualna metoda

MS — masni spektrometer, masna spektrometrija

nd — u¢inkovina ni zaznana

NSAIR — nesteroidni antirevmatiki

QQQ - trojni kvadrupol (angl. triple quadrupole)

R? — determinacijski koeficient

RSD - relativni standardni odklon

SOR I, SOR Il — sekundarna osnovna raztopina

SPE - ekstrakcija na trdnem nosilcu (angl. solid-phase extraction)

VI



Janja Umnik Magistrska naloga

SPE-DEX - polavtomatski SPE-sistem SPE-DEX® 4790, Horizon Technology
VB — Velika Britanija
ZDA — Zdruzene drzave Amerike
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1 UVvOD

Porabo zdravil v Sloveniji spremlja Nacionalni inStitut za javno zdravje. Po priporocilih
Svetovne zdravstvene organizacije (angl. World Health Organisation (WHO)) te podatke
prikazujejo po ATC/DDD-metodologiji (1). Anatomsko-terapevisko-kemic¢na oz. ATC-
klasifikacija razvr$¢a zdravilne u¢inkovine v skupine glede na organ ali sistem, na katerega
delujejo, in njihove terapevtske, farmakoloske in kemicne lastnosti (2). Definiran dnevni
odmerek (DDD) pa je povprecni vzdrzevalni odmerek zdravila, ki ga odrasel bolnik prejme
v enem dnevu za zdravljenje glavne indikacije z zdravilom. Podatki, predstavljeni v obliki
DDD, se uporabljajo za primerjavo porabe zdravil, ne prikazujejo pa dejanske uporabe
zdravila (3). V publikaciji Poraba zdravil v Sloveniji v letu 2016 so zbrani podatki porabe
zdravil od leta 2009 do 2016.

450.000.000 2009

400.000.000
350.000.000 = 2010
2 300.000.000 w2011
2 250.000.000 = 2012

== 200.000.000
2 150.000.000 = 2013
100.000.000 - 2014
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Slika 1: Trend porabe zdravil v posameznih ATC-skupinah glede na Stevilo DDD v
letih 2009 do 2016 (1).

Porast $tevila DDD je konstantno prisoten v skoraj vseh skupinah zdravil, kar vidimo na
sliki 1. V skupini J (zdravila za sistemsko zdravljenje infekcij) in skupini V (razna

zdravila) je Stevilo DDD v zadnjem letu padlo, vecletni padajoci trend pa ima skupina G
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(zdravila za bolezni secil in spolovil ter spolni hormoni) (1). Pove¢ano uporabo zdravil
lahko pripiSemo visokemu zivljenjskemu standardu, daljSanju zivljenjske dobe in

posledi¢no pove¢anemu delezu starostnikov.

Poraba zdravil se ne ve¢a samo v Sloveniji, ampak po celi Evropi. Leta 2015 je Evropska
komisija sprejela izvedbeni sklep 2015/495 o dolocitvi nadzornega seznama snovi za
spremljanje na ravni Unije na podro¢ju vodne politike v skladu z Direktivo 2008/105/ES
Evropskega parlamenta in Sveta. Na seznam so vkljucili snovi, ki bi lahko pomenile
znatno tveganje za vodno okolje. Poleg herbicidov, insekticidov, pesticidov in snovi, ki se
uporabljajo v kozmeti¢ni industriji, so na seznam uvrstili $e¢ 7 farmacevtikov: diklofenak,
tri steroidne hormone (17-alfa-etinilestradiol, 17-beta-estradiol, estron) in tri makrolidne

antibiotike (eritromicin, klaritromicin, azitromicin) (4).

Izraz »farmacevtiki« (angl. pharmaceuticals) se ze dolgo uporablja v tuji, predvsem
angleski literaturi. Zadnje ¢ase njegova uporaba v slovenskem jeziku naras¢a, zato bo tudi
uporabljen skozi celotno magistrsko nalogo. Izraz se najveckrat uporablja v povezavi z
okoljskimi problemi. S tem poimenovanjem poudarimo, da so to u¢inkovine, ki imajo
farmakoloski ucinek, obenem pa lahko Skodujejo netarénim organizmom. Med
farmacevtike spadajo uéinkovine, ki se uporabljajo v humani medicini, in u¢inkovine, ki se
uporabljajo v veterinarski medicini (5). Uvrs¢amo jih v razred novih okoljskih onesnazil
(angl. emerging environmental contaminants), katerim v zadnjih dveh desetletjih
namenjamo veliko pozornosti (6). Farmacevtiki se v okolje konstantno vnaSajo in so
prisotni v nizkih koncentracijah, ki lahko vplivajo na ekosistem, kakovost vode ter
posledi¢no humano in zivalsko zdravje. Razvoj novih analiznih metod (tekocinska
kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo (LC-MS), tandemska masha
spektrometrija (LC-MS/MS)) je omogo¢il njihovo zaznavo v zelo nizkih koncentracijah.
Ovrednotimo lahko analite v koncentracijah ng/L v razli¢nih kompleksnih vzorcih, ki so

lahko v trdnem (sediment) ali tekocem stanju (odpadne vode, povrSinske vode, podtalnica)

(7).
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1.1 Vnos ucinkovin v okolje

Poti vnosa ucinkovin v okolje za ucinkovine za humano uporabo in ucinkovine, ki se

uporabljajo v veterini, se razlikujeta (8). Prikazani sta na sliki 2.

Ucinkovine, ki jih zauzijejo ljudje, se z urinom in/ali fecesom izloCijo v nespremenjeni
obliki ali kot metabolit. Izlocajo se v odpadno vodo, ki vstopa v komunalne c¢istilne
naprave (CN). Tam se ué¢inkovine le redko v celoti odstranijo in posledi¢no iztekajo v reke,
jezera, redkeje v podtalnico ali pitno vodo (8, 10). Skozi CN se v okolje iztekajo tudi
preteCena in neuporabljena zdravila, odpadne vode iz bolniSnic in odpadne vode
proizvajalcev zdravil (8, 11). Vir onesnaZenja okolja so lahko tudi same CN, saj se blato iz

CN pogosto uporablja za gnojenje polj (10).

Uéinkovine v humani U¢inkovine v veterinarski
medicini medicini

izlotanje odlaganje izlotanje

¥ V

kanalizacija odpadki ~(iztekanje) -[ gnojnica |

\ l

I‘.

(preplavljanje) *

odlagalis¢a

B ———————

o quncy S|
[ povriinske vode l -

\

\ .

Slika 2: Usoda ucinkovin v okolju; povzeto po (9).

Ucinkovine, ki se uporabljajo v veterinarske in zivinorejske namene, se prav tako izlo¢ajo
z urinom in/ali fecesom (8). Dobljena gnojnica, ki se uporablja za gnojenje polj, se lahko
izteka v povrSinske vode ali pa pronica v podtalnico (10). Neposredno pa vodne sisteme
onesnazujejo ribogojnice (akvakultura), saj se ucinkovine ribam dajejo neposredno v

vodo (8).

Neposredno odlaganje zdravil v okolje z gospodinjskimi odpadki predstavlja tretjo pot
vnosa. Studentje programa Tehnisko varstvo okolja so prou¢evali ravnanje in
gospodarjenje z odpadki v gospodinjstvih. Anketirali so 190 ljudi in le 33 % anketirancev

odpadna zdravila vrne v lekarno, pelje v zbirni center ali premi¢no zbiralnico (12).
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Zdravila, odvrzena med gospodinjske odpadke, odpeljejo na odlagalisca, od koder se lahko

izlivajo v povrsinske vode ali pronicajo v podtalnico.

1.2 Pojavnost uéinkovin v povrSinskih vodah

Farmacevtiki so nova okoljska onesnazila, katerih poraba se konstantno veca. Skoraj tri
desetletja nazaj so se raziskovalci zaceli bolj zanimati za farmacevtike v okolju. Leta 2010
so v primerjavi z letom 2000 objavili kar petkrat ve¢ ¢lankov na to temo (13). Zaznali so
jih v nizkih koncentracijah v razli¢nih okoljskih vzorcih, npr. odpadnih vodah, podtalnici,

morski vodi in v povrSinskih vodah (14).

Najpogosteje uporabljene terapevtske skupine ucinkovin za humano uporabo so
nesteroidni antirevmatiki (NSAIR), analgetiki, antibiotiki, antagonisti adrenergi¢nih
receptorjev beta, ucinkovine za znizevanje vsebnosti mascob in holesterola v Kkrvi,
steroidni hormoni, antiepileptiki, antidepresivi, pomirjevala, antineoplastiki in diuretiki

(14). V preglednici | so zbrani rezultati nekaterih meritev u¢inkovin v povrsinskih vodah.

1.2.1 Nesteroidni antirevmatiki (NSAIR) in analgetiki

Nesteroidni antirevmatiki se uporabljajo za lajSanje bole¢in, zdravljenje vnetja in
znizevanje vro¢ine (15). Reverzibilno ali ireverzibilno zavirajo encim ciklooksigenazo
(COX-1 ali COX-2 izoformo), ki sodeluje pri sintezi prostaglandinov iz arahidonske
kisline (16). Ibuprofen, naproksen, acetilsalicilno kislino in paracetamol so zaznali v

odpadnih vodah, morski vodi in v povr$inskih vodah (10).

V Juzni Afriki so v reki izmerili paracetamol v koncentraciji 0,99—-1,74 pg/L in ibuprofen
4,7-84,6 ng/L (18). V Veliki Britaniji (VB) so v dveh rekah merili 10 u¢inkovin. Najvisje
izmerjene koncentracije uc¢inkovin so bile paracetamol 2.382 ng/L, ibuprofen 100 ng/L,
diklofenak 261 ng/L, naproksen 146 ng/L, acetilsalicilna kislina 32 ng/L, salicilna kislina
302 ng/L in tramadol 7.731 ng/L (19).

1.2.2 Protimikrobne zdravilne ué¢inkovine

V SirSem pomenu so antibiotiki kemoterapevtska sredstva, ki zavirajo ali uni¢ijo rast
mikroorganizmov (bakterije, glive, protozoje). So raznolika skupina ucinkovin,

registriranih jih je priblizno 250. Razlikujejo se po strukturi in mehanizmu delovanja.
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Poznamo f-laktame, kinolone, tetracikline, makrolide, sulfonamide in ostale. Poleg

uporabe v humani medicini se obsezno uporabljajo tudi v veterini in agrokulturi (17).

Iz odpadne vode se protimikrobne zdravilne u¢inkovine v ¢istilnih napravah le delno
ocistijo. Zaznali so jih v sedimentu, blatu Cistilnih naprav, odpadni vodi in v povrSinskih

vodah, v pitni vodi zelo redko (17).

V Auvstraliji so iskali tri protimikrobne zdravilne ucinkovine, in sicer ciprofloksacin,
norfloksacin in cefaleksin. 1zmerili so jih v naslednjih koncentracijah: (nd — u¢inkovina ni
bila zaznana) nd-41,5 ng/L, nd-80,0 ng/L in 15,4-26,8 ng/L (20). V Juzni Afriki so v petih
vzorcih izmed petih merjenih protimikrobnih zdravilnih ucinkovin zaznali Stiri.
Trimetorpim s koncentracijo nd-0,29 pg/L, sulfametoksazol nd-5,32 pg/L, eritromicin nd-
0,26 pg/L in sulfametazin nd-1,09 pg/L. Metronidazola niso zaznali (18). V Veliki
Britaniji so zaznali 6 razli¢nih protimikrobnih zdravilnih u¢inkovin. Najvisje koncentracije
so bile za trimetoprim 183 ng/L, sulfametoksazol 4 ng/L, amoksicilin 622 ng/L,
kloramfenikol 40 ng/L, eritromicin 351 ng/L in metronidazol 24 ng/L (19).

1.2.3 Antagonisti adrenergi¢nih receptorjev beta

Antagonisti adrenergi¢nih receptorjev beta oz. beta blokatorji kompetitivno zavirajo
[B-adrenergi¢ne receptorje. Najpogosteje uporabljeni beta blokatorji so atenolol, metoprolol
(delujeta na By receptorje) in propranolol, ki je neselektiven in deluje na receptorje B; in B
(16). Uporabljajo se za zdravljenje kardiovaskularnih bolezni (visok krvni tlak, angina

pektoris, aritmije) (15).

V okolju so prisotni v odpadni in povrsinski vodi ter v podtalnici (10). V povrsinski vodi
so v Veliki Britaniji izmerili propranolol, metoprolol in atenolol. Najvisje koncentracije so

bile za atenolol 560 ng/L, propranolol 91 ng/L in metoprolol 12 ng/L (19).

1.2.4 Ucinkovine za zniZevanje mascob in holesterola v krvi

Zdravila za zmanjsanje krozenja holesterola in trigliceridov v krvi so ena izmed
najpogosteje predpisanih zdravil (16). Po mehanizmu delovanja jih lo¢imo na statine in
fibrate. Statini zmanjSujejo sintezo holesterola z reverzibilnim kompetitivnim zaviranjem
3-hidroksi-3-metilglutaril-koencim A reduktaze, fibrati pa se povezejo in aktivirajo
receptor PPARa, kar vodi v B-oksidacijo mas¢obnih kislin in pove€ano sintezo lipoprotein
lipaze (15).
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Klofibri¢no Kislino, ki je aktivni metabolit klofibrata, so v koncentraciji 14-164 ng/L
izmerili v dveh rekah v VB. Izmerili so $e benzafibrat (<10-66 ng/L) in zaznali simvastatin

in pravastatin (19).

1.2.5 Antiepileptiki

Antiepileptiki preprecujejo epilepticne napade z znizevanjem nevronske aktivnosti v
centralnem Zivénem sistemu. Delujejo po treh razli¢nih mehanizmih. Karbamazepin, Ki se
ga zaradi manj nezelenih uc¢inkov pogosto predpisuje, zavira napetostno odvisne natrijeve

kanal¢ke v nevronu (15).

V reki v Juzni Afriki so izmerili 0,13-3,24 ng/L karbamazepina (18), v VB pa 9-356 ng/L.
Izmerili pa so $e gabapentin, v koncentraciji 27-1.887 ng/L (19).

1.2.6 Antidepresivi

Serotonin je zivéni prenasalec, Ki regulira imunski sistem, apetit, spanje, Custva in
razpolozenje. Selektivni zaviralci ponovnega privzema serotonina SO najpogosteje

predpisana zdravila za zdravljenje depresije (10).

Na Portugalskem so izmerili paroksetin v koncentraciji nd-25,6 ng/L, venlafaksin v
koncentraciji nd-159 ng/L, sertralin pa je bil pod mejo dolo¢itve. Sertralin so izmerili tudi

v jezeru na Kitajskem, najvisja izmerjena vrednost je znasala 10 ng/L.
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Preglednica I: Pregled izmerjenih koncentracij (ng/L) izbranih u¢inkovin v povrsinskih vodah.

JuZna Velika ) | Portugal o Portugal Avstralij | vseevrop
Drzava ) S Poljska | Francija Kitajska ZDA
Afrika | Britanija ska ska a ska
_ Vec 100
\Vzorec 1 reka 2 reki 1 reka 1 reka 1 reka Jezero 1 reka Jezero Reka .
re
Ucinkovina L-H L-H L-H L-H L-H L-H L-H L-H L-H Povp.
atenolol <1-560 | <0,2-22
32,15~
azitromicin nd-29,6 |[<LOD-22
35,66
ciprofloksacin 6,4-6,6 nd 2,9-43 nd-88,7 <LOD nd-41,5
diazepam nd
25,13—
diklofenak <0,5-261 nd-26 nd-38 17
51,24
furosemid <6-630
: <0,6—
gabapentin 42-75
1.887
. . 155,2— 6,69—
gemfibrozil nd <LOD-43 29
166,5 10,34
: 130- 16,5-
karbamazepin G <0,5-684 | 311-794 179 <LOQ 1-6,6 24,9-214 | <LOD-38 248
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24,80—
klaritromicin nd-26,8 <LOD
39,10
: nd-
kofein 18-230 963
33.200
) 110-
metformin
9.200
metoprolol <0,5-12 | 51-155
naproksen <0,3-146 nd nd-22 nd-260 |[<LOD-19 38
norfloksacin 7,1-7,7 5,2-45 <LOD nd-80,0
990- <1,5- <LOQ-
paracetamol 11-58 nd-527 | <LOD-73
1.740 2.382 69,15
paroksetin nd-25,6
propranolol <0,5-91 <LOQ nd-31
ranitidin <3-73 <LOQ <LOD-27
_ 23,30-
sertralin nd-10 [ nd-<LOQ
23,30
11,1-
sulfametoksazol | nd-5.320 | <0,5-4 26-60 117 7,6-91 nd-43 | <LOD-77 76
<30- 425—
tramadol
7.731 2.108
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21,9-

trimetoprim nd-290 [ <1,5-183 | <0,5-27 . nd <LOD-52

valsartan <0,5-144 | 20-133

venlafaksin nd-159

Vir (18) (19) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (20) (27)

Legenda: nd (ni zaznan), <LOD (pod mejo zaznave), <LOQ (pod mejo dolocitve), L-H (najnizja-najvisja izmerjena vrednost),

Povp. (povprecna izmerjena vrednost)
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1.3 Ekotoksi¢nost uc¢inkovin v okolju

Farmacevtiki se v okolje konstantno spros¢ajo in so stalno prisotni v nizkih koncentracijah.
Vecina farmacevtikov je razvitih z namenom, da delujejo specificno na doloceno
metabolno ali molekularno pot v ljudeh in Zivalih (10). Organizmi, ki se nahajajo v okolju
in vsebujejo podobne presnovne poti, receptorje ali biomolekule, so nenamerno

izpostavljeni aktivnim substancam in njihovim ucinkom, ki so lahko tudi negativni (16).

Ekotoksi¢nost farmacevtikov najveckrat dolo¢ajo v laboratorijih s standardiziranimi testi
akutne toksi¢nosti, ki temeljijo na smernicah OECD (28, 29). Izvajajo se na razli¢nih

trofi¢nih nivojih organizmov, kot so alge, zooplankton, nevretencarji in ribe (28).

Testiranje vodne ekotoksi¢nosti po navadi poteka v kontroliranih laboratorijskih pogojih za
posamezno spojino na doloceni indikatorski vrsti. Dolo¢i se akutna toksi¢nost in vrednost
ECso (koncentracija snovi, pri kateri pride ob izpostavljenosti do ucinka na 50 %
izpostavljenih organizmov). Najpogosteje meritve izvajajo na vodnih bolhah (Daphina
magna). Na podlagi vrednosti ECsg je Evropska komisija klasificirala spojine v tri razrede:
10-100 mg/L Skodljive, 1-10 mg/L toksi¢ne in <l mg/L zelo toksi¢ne za vodne
organizme. V razred $kodljivih ucinkovin spadajo NSAIR (diklofenak, ibuprofen in
naproksen), analgetik paracetamol, regulator lipidov benzafibrat, klofibri¢na Kkislina,
karbamazepin in trimetoprim. Antibiotiki ofloksacin, sulfametoksazol, oksitetraciklin in

eritromicin pa so klasificirani kot toksi¢ne u¢inkovine za vodne organizme (30, 31).

Trenutno v studijah najveckrat dolo¢ajo akutno toksi¢nost, podatkov o bioakumulaciji in
kroni¢ni toksi¢nosti pa je zelo malo. U¢inkovine, ki so najveCkrat zajete v doloCanje

ekotoksi¢nosti, SO NSAIR, regulatorji lipidov, antibiotiki in spolni hormoni (16).

Poto¢no postrv (Salmo trutta f. fario) so izpostavili diklofenaku, ki je ena izmed
najpogosteje najdenih u¢inkovin v povrsinskih vodah. Po 7 in 14 dneh je prislo do zniZanja
hematokrita, po 21 dneh pa do povecane infiltracije monocitov v jetra, razsiritve kapilar v
Skrgah in manjSe tubularne nekroze v ledvicah. Izmerili so tudi poviSane vrednosti

granulocitov v §krgah in ledvicah (32).

Na ribi rdeceoki (Rutilus rutilus) so v rekah v Veliki Britaniji dokazali vpliv hormonskih
motilcev. Ujetim ribam so odvzeli kri, odstranili spolne zleze in jih izmerili ter stehtali.
Ugotovili so, da je bilo veliko Stevilo ujetih rib interspolnih (hkratna prisotnost moskih in

zenskih spolnih Zlez). 1zmerili so tudi visoke plazemske koncentracije vitelogenina (33).

10
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Atorvastatin, paracetamol, kofein, sulfametoksazol, karbamazepin, levofloksacin, sertralin
in trimetoprim so Brian in sodelavci uporabili v $tudiji fitotoksi¢nosti na dveh rastlinah,
sibirskem rmancu (Myriophyllum sibiricum) in grbasti vodni le¢i (Lemna gibba). Za 35 dni
so ju izpostavili meSanici ucinkovin in ugotovili koncentracijsko odvisno fitotoksi¢nost.
Pri izpostavitvi posameznim ucinkovinam so se sulfametoksazol, levofloksacin in

atorvastatin izkazali za najbolj toksi¢ne (34).

1.4 Ekstrakcijske metode za pripravo vzorcev

Proces priprave vzorca je eden izmed najpomembnejSih korakov v analizi organskih spojin
v okoljskih vodnih vzorcih. Lahko ima zelo velik vpliv na analizne rezultate, saj lahko z
neustrezno pripravo vzorca med samim postopkom izgubimo iskane spojine, vzorec
kontaminiramo ali pa se ne znebimo necistot, ki lahko vplivajo na analizne

instrumente (36).

PovrSinske vode poleg preiskovanih ucinkovin vsebujejo Se druge naravne komponente
(trde delce, sluzi, mascobe, mikroorganizme itd.), ki tvorijo ozadje 0z. matriks. Ozadje
lahko pomembno vpliva na ionizacijo preiskovanih analitov tekom masne spektrometrije.
Odziv analita se lahko zaradi vpliva ozadja poveca oz. zmanj$a, lahko pride do slabe

ponovljivosti, linearnosti in napak pri kvantifikaciji (37).

Analizni proces je navadno sestavljen iz petih korakov: vzor€enja, priprave vzorcev,
lo¢itve analitov, njihove detekcije in analize podatkov. Za vzorcenje in pripravo vzorcev

porabimo najvec casa (38).

Obstaja ve¢ ekstrakcijskih metod za pripravo vzorcev. Pogosto se uporabljajo: ekstrakcija
na trdnem nosilcu (SPE), ekstrakcija tekoce-teko¢e (LLE), mikroekstrakcija na trdnem
nosilcu (SPME), sorpcijska ekstrakcija z meSalno pali¢ico (SBSE), ekstrakcija na osnovi
membrane (MBE), mikroekstrakcija s tekoco fazo (LPME), superkriticna tekocinska
ekstrakcija (SFE), ekstrakcija pod povisanim tlakom (PLE), disperzivna ekstrakcija na
trdnem nosilcu (DSPE), ekstrakcija z ultrazvokom (USE), ekstrakcija z mikrovalovi
(MASE) (39).

1.4.1 Ekstrakcija na trdnem nosilcu (SPE)

Klasi¢no ekstrakcijo tekoce-tekoCe je v zadnjem Casu zamenjala ekstrakcija na trdnem

nosilcu. V primerjavi z LLE ima vi§je izkoristke, izboljSano selektivnost, specificnost in

11
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ponovljivost, manjSo porabo organskih topil, krajsi ¢as priprave vzorca, lazja je za izvedbo

ter moznost avtomatizacije (sistemi SPE-DEX in on-line) (39).

SPE temelji na porazdelitvi analitov med tekoco fazo (vzorec) in trdno fazo. Snovi morajo
imeti pri nanosu vecjo afiniteto do trdne faze kot pa do komponent v vzorcu, zato je izbira

ustreznega sorbenta zelo pomembna (39).
Postopek SPE, ki je prikazan na sliki 3, sestavljajo:

++ aktivacija stacionarne faze (kondicioniranje), ki omogoci vezavo spojin;
¢ mnanos vzorca, ki ga pred tem filtriramo (Ce je potrebno);

% spiranje sorbenta, da odstranimo nezelene Spojine;

¢ suSenje;

+ elucija analitov s sorbenta;

+¢+ odhlapevanje elucijskega topila;

% raztapljanje posusenega zaostanka v topilu, ki je primerno za analizo (39).

- _l_ _l_

v

_l_ _*11

*..‘

R

! !

Slika 3: Shematski prikaz postopka SPE (kondicioniranje, nanos vzorca, spiranje,

elucija). Rdedi trikotniki predstavljajo iskani analit, kvadrati, zvezdice in krogi pa

necistote; povzeto po (54).

Izbira ustreznega sorbenta je zelo pomembna, saj vpliva na selektivnost, afiniteto in
kapaciteto vezave. Katerega bomo izbrali, je odvisno od spojin, ki jih Zelimo analizirati, ter
od interakcij med sorbentom in funkcionalnimi skupinami spojin (39). Poznamo tri glavne

skupine sorbentov: anorganski oksidi (silicijev dioksid, aluminijevi in magnezijevi

12
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silikati), nizko-specificni sorbenti (porozni polimerni materiali, npr. polistiren-
divinilbenzen) in specificni sorbenti (za specificno spojino ali skupino spojin; npr.

nanomateriali na ogljikovi osnovi — fuleren, grafen) (40).

Na trgu obstaja ve¢ oblik kartu§ za metodo SPE. Tradicionalno jo izvajamo s propilenskimi
ali steklenimi kartusami razli¢nih velikosti, v katerih je sorbent. Obstajajo pa Se
ekstrakcijski diski (delci stacionarne faze so vgrajeni v membrano), nastavki za pipete s
stacionarno fazo in plosce z ve¢jim Stevilom kartus (96, 384 in 1.536 kartus$ na ploséi) (40).
Najpogosteje uporabljene kartuSe za analizo vodnih vzorcev so C18, Lichrolut ENV+,
Oasis®™ HLB in Strata-X.

1.4.2 Tehnologija SPE-DEX

SPE-DEX® 4790 (Horizon Technology) je delno avtomatiziran sistem SPE. Uporablja se
za ekstrakcijo spojin iz vodnih vzorcev (odpadna voda, povrsinska voda, podtalnica, pitna
voda). Deluje na principu metode SPE, le da so nekateri koraki pri pripravi vzorca
avtomatizirani: dodajanje topil, prekondicioniranje sorbenta v disku, nanasanje vzorca,
susenje diska in elucija analitov z diska. Omogoca neposreden nanos vzorca iz posode, v
kateri smo ga vzor¢ili, brez predhodne filtracije. V primerjavi z ekstrakcijo LLE je poraba
topil do 90 % nizja, kar posledi¢no zniza stroske nakupa in odpada topil. Glavne prednosti
pred neavtomatiziranimi metodami pa so krajsi Cas ekstrakcije, moznost priprave vecjih

volumnov vzorca (do 4 L) in dobra ponovljivost (41, 42).

1.5 Primeri priprave in analize vzorcev povrsinskih voda

Ucinkovine so v povrsinskih vodah prisotne v zelo nizkih koncentracijah, zato je treba pred
analizo vzorec koncentrirati. S postopki, navedenimi v preglednici Il, vzorce

skoncentriramo od 100- pa vse do 3.333,3-krat.

V Ze razvitih protokolih za ekstrakcijo ucinkovin iz povrSinskih voda se vzorci pred
nanosom na kartuSo SPE pogosto filtrirajo, saj lahko vsebujejo veéje delce necistot. Kot
trdi nosilec se med navedenimi primeri najpogosteje uporabljajo reverzno-fazne kartuse
Oasis® HLB. Kondicioniranje sorbenta se v ve¢ini primerov izvaja z MeOH, ekvilibracija
pa z ultracisto vodo, ki je lahko tudi nakisana. Volumni nanesenega vzorca se gibljejo od
100 mL pa vse do 1 L, pretok pa je navadno 4 mL/min. Vzorce povrSinskih voda so v vseh

primerih tudi nakisali do kislega pH (2-4).
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Elucijsko topilo vsebuje MeOH, volumen pa je od 1 do 10 mL. Po suSenju ecluata

zaostanek raztopijo v razli¢nih topilih, najveckrat je kon¢ni volumen 1 mL.

Najpogosteje uporabljena analizna tehnika je LC-MS/MS, vsem pa so skupne

kromatografske kolone Cigin ionski izvor ESI.

Preglednica I1: Priprava nekaterih vzorcev povrsinske vode.

Kartuga Oasis® | LiChrolut® | Oasis® | Oasis®HLB | Oasis®
HLB EN HLB MCX
Predfiltriranje 125 mm 0,7 um 0,45 um 0,45 um /
Kondicioniranje 5mL 6 mL 5mL 5 mL MeOH 2 mL
MeOH heksan, 6 MeOH MeOH
mL aceton
Ekvilibracija 5mLHO | 6mLH,O | 2mLH,O | 5mLHO | 2mLH,0
pH 4,2 pH 2 pH 2,1
Volumen vzorca | 300 mL 1.000 mL 500 mL 100 mL 1.000 mL
pH vzorca 4,2 2,0 3,0 3,0 2,5
Pretok vzorca 4 10 10-15 5 4
(mL/min)
Elucija 10 mL | 1 mL aceton, 6 mL 5 mL MeOH 1mL
MeCOH, 5 2mL MeOH MeCOH, 2
mL aceton MeOH, 2 mL 5%
mL aceton NH;OH v
MeOH
Raztopitev 1mL 300 uL 1mL 1 mL95% 500 uL
suhega MeOH MeOH MeOH: H,0,5% | H,0, kisel
zaostanka H,0 = ACN, 0,1 % pH
50/50 (v/v) HCOOH
Faktor 300 3.333,3 500 100 2.000
koncentriranja
Analizna LC- LC-MS LC-MS LC-MS/MS UPLC-
tehnika MS/MS MS/MS
LC kolona Zorbax LiChrospher | Kromasil YMC Acquity
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Cis 100 RP-18 100 Cys | Hydrosphere UPLC
Cis BEH Cys
lonski izvor ESI ESI ESI ESI ESI
Vir (18) (22) (35) (23) (24)

1.6 Masna spektrometrija

Masna spektrometrija je zelo obcutljiva in specificna analizna tehnika, s katero lahko
analite kvalitativno in kvantitativno dolo¢imo tudi od nano (10°) do atomolarne (10™%)
vrednosti (43). Za analizo okoljskih vzorcev je najpogosteje sklopljena s plinsko ali

tekoc¢insko kromatografijo.

Masni spektrometer je sestavljen iz Stirih osnovnih delov: ionski izvor, masni analizator,
detektor in naprave za obdelovanje podatkov (43). V ionskem izvoru se analizirane
molekule spremenijo v ionizirano obliko s pozitivnim ali negativnim nabojem. Nekateri
molekularni ioni so nestabilni in razpadejo na manj$e fragmente. loni in fragmenti nato
pospeseno zapuscajo ionski izvor in prehajajo v masni analizator. Tam se v magnetnem ali
elektrostatskem polju lo¢ijo glede na razmerje med maso (m) in nabojem (z). V detektorju
je fotopomnozevalka, ki Steje Stevilo ionov. Rezultat dobimo v obliki masnega spektra, ki v

obliki histograma prikazuje intenziteto ionov v odvisnosti od razmerja m/z (44).

Poznamo ve¢ vrst ionizacije molekul. Elektronska ionizacija (EI) in kemijska ionizacija
(CI) se pretezno uporabljata pri GC-MS. V obeh primerih elektroni v analizirano molekulo
tr¢ijo v vakuumu, le da pri Cl v ionski izvor dodajo $e reagencni plin (metan), ki
elektronom zniza energijo. Pri LC-MS pa se najpogosteje uporablja elektrorazprSevalna
ionizacija (ESI), ki poteka pri atmosferskem pritisku. Manj pogosto pa se uporabljata
kemijska ionizacija pri atmosferskem pritisku (APCI) in fotoionizacija pri atmosferskem
pritisku (APPI) (44).

Tonski L PR Kolizijska celica (Q2)  Masi
0K analizator (Q1) analizator (Q3) Detektor
Q 3., P
e ) ) (=

Slika 4: Shema trojnega kvadrupolnega masnega spektrometra; povzeto po (45).
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Danes najve¢ uporabljajo trojni kvadrupolni masni analizatorji (QQQ, shematski prikaz na
sliki 4), ker so razmeroma poceni in robustni ter omogocajo kvantifikacijo ué¢inkovin tudi v
kompleksnih okoljskih vzorcih. Kvadrupolni masni analizator (Q) je sestavljen iz Stirih
paralelnih palic, ki so pod napetostjo. Elektricno polje med palicami dovoljuje prehod do
detektorja le ionom z ustreznim razmerjem m/z. Ostali ioni tr¢ijo v palice in detektor jih ne
zazna, kar omogoca analizo Sirokega obmocja m/z v kratkem casu. Pri trojnem
kvadrupolnem MS so zaporedno vezani trije Q. Prvi in tretji delujeta kot masni analizator
in prepuscata le ione z dolo¢enim razmerjem m/z, Q2 pa deluje kot kolizijska celica, ki
ione fragmentira (44). Pri naSem eksperimentalnem delu smo s QQQ uporabili
multirezidualno analizo (MRM), pri kateri smo za posamezen analit izbrali optimalno
vrednost m/z na Q1 (starSevski ion) in Q3 (héerinski ion), v Q2 pa optimalno energijo
kolizije za nastanek hcerinskega iona. Tako smo izboljsali selektivnost in obcutljivost

metode (46).
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2 NAMEN DELA

Poraba zdravil se v Republiki Sloveniji in drugod po svetu zvisuje. S tem prihaja v okolje
vedno ve¢ farmacevtikov in njihova prisotnost v njem ima lahko negativen vpliv na

izpostavljene organizme, med katerimi smo tudi ljudje.

Nas cilj bo razviti in ovrednotiti postopek ekstrakcije, ki ga bo mogoce uporabiti na
vzorcih razliénih povrsSinskih voda (reke, jezera). Najprej bomo preverili prisotnost in
koncentracijo izbranih u¢inkovin (>100) v kompozitnih vzorcih odpadnih voda iz Stirih
Cistilnih naprav. Na podlagi teh rezultatov bomo izbrali u¢inkovine, ki se v odpadnih

v

vodah.

Razvili in optimizirali bomo postopek ekstrakcije na trdnem nosilcu za vecje Stevilo
izbranih ucinkovin, s katerim bomo vzorce odistili in skoncentrirali pred analizo z
instrumentom LC-MS/MS. Sistemati¢no bomo spreminjali parametre, ki lahko vplivajo na
izkoristek ekstrakcije: elucijsko topilo, pH in volumen vzorca, vrsto trdnega nosilca,
volumen topila za raztapljanje suhega zaostanka, vpliv koncentracije ué¢inkovin. Postopek
bomo razvijali na laboratorijsko pripravljenih vzorcih. Sestavljeni bodo iz pufra in
ultraciste vode, ki jima bomo dodali znane volumne standardnih raztopin izbranih
uéinkovin. Vzorce bomo tekom razvoja analizirali s predhodno razvito metodo LC-MS/MS
in dodatno preverili vplive razliénih volumnov injiciranja vzorcev. Nato bomo metodo
ovrednotili z validacijskimi parametri: linearnost, ponovljivost, to¢nost, izkoristek, meja

dolocitve in vpliv ozadja.

Optimizirano metodo bomo uporabili za analizo vzorcev povrsinskih voda iz rek Kokre,
Pake, Savinje in Ledave ter iz Zbiljskega jezera. Ugotavljali bomo prisotnost izbranih

u¢inkovin in rezultate primerjali z objavljenimi rezultati iz tujine.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Standardi

Uporabili smo naslednje standarde: acetazolamid, acetilsalicilna kislina, alprazolam,
amantadinijev klorid*, amiloridijev klorid, amitriptilinijev klorid, amoksicilin, ampicilin,
antipirin*, atenolol*, azitromicin*, benzafibrat, bisoprolol fumarat*, bromazepam,
bumetanid, cimetidin, despiraminijev Klorid, diazepam*, diklofenak natrijeva sol*,
donepezilijev klorid monohidrat, enalapril maleat, enalaprilat, escitalopram oksalat*,
fenitoin, fenoterolijev bromid, finasterid, fluoksetinijev klorid, formoterol fumarat,
furosemid*, gabapentin*, gemfibrozil*, glibenklamid, glipizid, griseofulvin, haloperidol,
hidrokortiazid, indapamid, irbesartan*, katopril, karbamazepin*, karvedilol, ketokonazol,
ketoprofen, klofibrinska kislina, klomipraminijev klorid, klonazepam, klonidin,
klorheksidin, klorotiazid, Klaritromicin*, kofein*, kumarin, kvetiapin hemifumarat,
lansoprazol, levamisolijev klorid, loperamidijev klorid, loratidin, lorazepam, metforminijev
klorid*, metoklopramidijev klorid, metoprolol tartat*, nalidiksna Kislina, naproksen*,
nifedipin*, norfloksacin*, ofloksacin, oksazepam*, olanzapin, omeprazol, pantoprazol
natrijeva sol*, paracetamol*, paroksetin*, pravastatin natrijeva sol, pirimidon*, probenicid,
prometazinijev klorid, propifenazon*, propranololijev klorid*, raloksifenijev Kklorid,
ranitidinijev Kklorid*, rifampicin, salbutamol hemisulfat, salicilna kislina, salmeterol
ksinofoat, selegilinijev klorid, sertralinijev klorid*, simvastatin, sulfametoksazol*,
tamoksifen citrat, teofilin*, topiromat, toremifen citrat, tramadolijev klorid*, triklosan,
trimetoprim*, valsartan*, venlafaksinijev klorid*, verapamilijev klorid, ziprasidonijev
klorid monohidrat (Sigma — Aldrich, Steinheim, Nem¢ija), amlodipin maleat, atorvastatin
kalcijeva sol*, etopozid, feksofenadinijev klorid*, imatinib mezilat, lakozamid*,
lamotrigin*, levetiracetam™, likarbazepin*, lizinopril, okskarbazepin*, ramipril, risperidon,
rosuvastatin kalcijeva sol*, sildenafil citrat, sumatriptan sukcinat (Sequoia Researcher
Products, Pangbourne, Velika Britanija), ciprofloksacin* (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Nemcija).

Cistost vseh standardov je bila >97 %. Pri razvoju metode za povr§inske vode smo

uporabili standarde, oznacene z *.
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3.12

Interni standardi

Uporabili smo izotopsko ozna&ene spojine: atorvastatin-ds kalcijeva sol, [**Cg]- diklofenak,

[Cé]-sertralinijev klorid (AlsaChim, Illkirch-Graffenstaden, Francija), ciprofloksacin-dg

klorid hidrat, diazepam-ds, karbamazepin-ds, metoprolol-(isopropil-d;)(+)-tartrat (Sigma —

Aldrich, Steinheim, Nemcija).

3.1.3 Topilain reagenti

Uporabljena topila in reagenti:

2-propanol ((CH3),CHOH), M = 60,10 g/mol, >99,5 % (Sigma — Aldrich,
Steinheim, Nemcija);

acetonitril (CH3CN), M = 41,05 g/mol, >99.9 %, HPLC grade (Sigma — Aldrich,
Steinheim, Nemcija);

acetonitril (CHsCN), M = 41,05 g/mol, >99,9 %, LC-MS grade (Sigma — Aldrich,
Steinheim, Nemcija);

diklorometan (CH,Cl,), M = 84,93 g/mol, 99,9 % (Sigma — Aldrich, Steinheim,
Nemcija);

etanol (C,HsOH), M = 46,07 g/mol, 96 % (Kefo, d. 0. 0., Ljubljana, Slovenija);
kalijev dihidrogenfosfat (KH,POy,), >99,5 %, M = 136,08 g/mol (Merck KgaA,
Darmstadt, Nemcija);

klorovodikova kislina (HCI 1M), M = 36,46 g/mol (Merck KgaA, Darmstadt,
Nemcija);

metanol (CH;OH), M = 32,04 g/mol, >99,9 % HPLC grade (Sigma — Aldrich,
Steinheim, Nemcija);

mravljinéna kislina (HCOOH), 98-100 %, M = 46,03 g/mol, Suprapur® (Merck
KgaA, Darmstadt, Nemcija);

natrijev hidroksid (NaOH 1M), M = 40 g/mol (Merck KgaA, Darmstadt,
Nemcija);

stisnjen dusik (N), M = 28,03 g/mol (Messer Slovenija, d. 0. o, Ruse, Slovenija);
ultradista voda, pridobljena z Mili-Q — Advantage A 10 Water Purification System
(Millipore Corporation, Billerica, Massachusets, ZDA).
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3.1.4 Vzorci odpadne vode

Vzor¢ili smo iztoke Stirih Cistilnih naprav (A, B, C in D). Vzorci so bili sestavljeni oz.

kompozitni, odvzeti v obdobju 24 ur.

3.1.5 Naprave in laboratorijski inventar

Uporabljene naprave in laboratorijski inventar:

centrifugirke TPP (TPP, Techno Plastic, Products AG, Trasadingen, gvica);
elektromagnetno mesalo HI 190M (Hanna instruments, Woonsocket, Rhode Island,
ZDA);

hladilnik 2-8 °C z zamrzovalnikom —20 °C (Gorenje, Velenje, Slovenija);
pH-indikatorski trakovi pH 0-14 McColorpHast™ (Merck KgaA, Darmstadt,
Nemcija);

ostalo: nastavki za pipete, vzmeti za steklene vlozke, zamaski za viale, parafilm M,
kapalke, kovinske spatule, magneti, pinceta, Stoparica, Skarje, zaSCitne rokavice,
papirnate brisacke;

pH-meter PA 220 (Mettler Toledo, Greifensee, Svica);

indikatorski listi¢i pH 3,8-5,5 Pheanon®™ (Macherey — Nagel, Diiren, Nem¢ija);
plasticne mikrocentrifugirke 1,5 mL (Eppendorf Research, Hamburg, Nemcija);
polavtomatske pipete: 2-20 uL, 20-200 pL, 200-1.000 uL, 1-10 mL (Eppendorf
Research, Hamburg, Nemcija);

pufrne raztopine: pH 4, pH 7, pH 10 (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Spanija);
specialni indikatorski papir pH 3,8-5,8 (Macherey — Nagel, Diiren, Nemc¢ija);
steklovina: caSe, merilne bucke, merilni valj, epruvete, viale, stekleni vlozki,
steklena palcka;

stresalnik Vibromix 10 (Domel, Zelezniki, Slovenija);

tehtnica AG 245 (Mettler Toledo, Greifensee, Svica);

tehtnica Exacta 300EB (Domel, Zelezniki, Slovenija);

suSilnik TurboVap LV (Caliper, Hopkinton, Massachusets, ZDA);

ultrazvoéni &istilnik Sonis 4 (Iskra pio, d. 0. 0., Sentjernej, Slovenija).

Sistem SPE:

kadicka Visiprep™ Solid Phase Extraction Vacuum Manifold (Supelco, Bellefonte,
Pennsylvania, ZDA);
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oljna vakuumska ¢rpalka DOA-P504-BN (Gast Manufacturing In., Harbob,
Michigan, ZDA);

plasti¢ne brizge 60 mL BD Plastipak (BD Biosciences, New Jersey, ZDA);
adapterski nastavki za brizge (Phenomenex, Torrance, Kalifornija, ZDA);

cevke za enkratno uporabo (Supelco, Bellefonte, ZDA);

kartuSe Strata-X 33 pum Polymeric Reversed Phase, 60 mg/3 mL (Phenomenex,
Torrance, Kalifornija, ZDA);

kartuSe Strata C18-E 55 pum, 500 mg/3 mL (Phenomenex, Torrance, Kalifornija,
ZDA);

kartuse Oasis® HLB 60 mg (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, ZDA).

Preglednica I11: Povzetek glavnih znacilnosti nosilcev za ekstrakcijo.
Nosilec Strata-X Strata C18-E Oasis® HLB
Velikost delcev (um) 33 55 30
Masa sorbenta (mg) 60 500 60
Volumen kolone (mL) 3 3 3
Specifi¢na povrsina (m?/g) 800 500 450
Povpreéni premer por (A) 85 70 80
pH-obmocje 1-14 N.P. 0-14
Vir (50) (51) (49)
Legenda: N. P. (ni podatka)

Sistem SPE-DEX:

ekstraktor SPE-DEX" 4790 (Horizon Technology Inc., New Hampshire, ZDA);
diski Atlantic® HLB SPE Disk (Horizon Technology Inc., New Hampshire, ZDA);
filtri (Atlantic® Fast Flow Sediment Pre-Filters; 1 pm, 5 pm);

industrijski plin N2, M = 28,01 g/mol, >99.9 % (Messer, Ruse, Slovenija);

oljna vakuumska ¢rpalka (Gast Manufacturing Inc., Harbor, Michigan, ZDA);
programska oprema Envision™ platform Controller software (Horizon Technology
Inc., New Hampshire, ZDA);

stekleni vsebniki 1.000 mL (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA);

viale za eluat 20 mL (Thermo Fisher Scientific, ZDA);

posode za odpad.
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Analitski sistem LC-MS/MS (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, ZDA):
e Agilent 1290 Infinity LC;

e Agilent 6460 Triple Quadripole Jetstream LC-MS z ionskim izvorom Jetstream®
ESI;
e kromatografska kolona Poroshell EC-C18 100 x 3,0 mm, 2,7 pm;

e programska oprema MassHunter Workstation.

3.2 METODE

3.2.1 Priprava standardnih raztopin

3.2.1.1 Primarne osnovne raztopine posameznih ucinkovin
Iz nastetih u¢inkovin v poglavju 3.1.1 smo pripravili referen¢ne raztopine s koncentracijo

1 mg/mL. Na tehti¢ smo zatehtali 5 mg u¢inkovine in jo raztopili v 5 mL MeOH.

3.2.1.2 Sekundarna osnovna raztopina
Sekundarno osnovno raztopino s koncentracijo 2,5 mg/L smo pripravili tako, da smo
prilagojen volumen glede na faktor prilagoditve koncentracije (FPK) odpipetirali v 25-

mililitrsko bucko in do oznake dopolnili z MeOH.

Pripravili smo dve raztopini:

I.  sekundarna osnovna raztopina I (SOR 1): raztopino smo pripravili iz 111 primarnih
osnovnih raztopin za delo z odpadnimi vodami (SPE-DEX));

Il.  sekundarna osnovna raztopina Il (SOR II): raztopino smo pripravili iz 44 primarnih
osnovnih raztopin za razvoj metode za analizo u€inkovin v povrSinskih vodah
(SPE). Faktorji prilagoditve koncentracije in dejanske koncentracije ucinkovin v
raztopini SOR 11 so navedeni v preglednici V.

Preglednica 1V: Faktorji prilagoditve koncentracij pri pripravi sekundarnih

osnovnih raztopin za SPE.

c azitromicin 0,125 | 0,313
Uc¢inkovina FPK
(mg/L) bisoprolol 0,020 | 0,05
amantadin 0,049 | 0,123 ciprofloksacin 0,100 0,25
antipirin 0,040 0,1 diazepam 0,050 | 0,125
atenolol 1,000 2,5 diklofenak 0,200 0,5
atorvastatin 0,250 | 0,625 escitalopram 0,010 | 0,025
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feksofenadin 0,020 0,05 oksazepam 0,200 0,05
furosemid 1,000 2,5 okskarbazepin 0,050 | 0,125
gabapentin 5,000 12,5 pantoprazol 2,000 5
gemfibrozil 0,500 1,25 paracetamol 0,080 0,2
irbesartan 0,004 0,01 paroksetin 0,008 0,02
karbamazepin 0,020 0,05 primidon 0,400 1
klaritromicin 0,002 | 0,005 propifenazon 0,028 | 0,007
kofein 0,040 0,1 propranolol 0,010 | 0,025
lakozamid 0,500 1,25 ranitidin 1,072 2,68
lamotrigin 0,200 0,5 rosuvastatin 0,207 0,52
levetiracetam 4,000 10 sertralin 0,010 | 0,025
likarbazepin 0,050 | 0,125 sulfametoksazol | 0,200 0,5
metformin 2,000 5 teofilin 0,400 1
metoprolol 0,050 | 0,125 tramadol 0,023 | 0,058
naproksen 2,000 5 trimetoprim 0,050 | 0,125
nifedipin 0,250 | 0,625 valsartan 0,100 0,25
norfloksacin 0,100 0,25 venlafaksin 0,010 | 0,025

3.2.1.3 Delovna raztopina
Pripravili smo dve delovni raztopini:

I.  delovna raztopina | za delo s SPE-DEX: v 5-mililitrsko buc¢ko smo odpipetirali 1
ml raztopine SOR 1 in do oznake dopolnili z MeOH. Dobili smo raztopino z
nominalno koncentracijo 0,5 mg/mL;

Il.  delovna raztopina Il za delo s SPE: v 10-mililitrsko bu¢ko smo odpipetirali 5 mL
SOR Il in do oznake dopolnili z MeOH. Dobili smo raztopino z nominalno

koncentracijo 1,25 mg/L.

3.2.2 Priprava fosfatnih pufrov

3.2.2.1 Priprava 25 mM in 50 mM KH,PO, pufraspH 3, pH 4, pH 5, pH 7 in pH 9

Za pripravo 1 L pufra smo predhodno izracunali koli¢ino KH,PQOy, ki jo moramo raztopiti,
da dobimo 25 mM ali 50 mM raztopino. Na tehtnici smo zatehtali 3,40 g ali 6,80 g
KH,PO,, ga kvantitativno prenesli v enolitrsko merilno bucko, z ultracisto vodo dopolnili

do oznake in ga premesali. Pripravljenim raztopinam smo za pH 3 in pH 4 postopno
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dodajali 1 M HCI in spremembo pH spremljali s pH-metrom. Pufre s pH 5, pH 7 in pH 9
pa smo dobili s postopnim dodajanjem 1 M NaOH. Za vse vrednosti je bilo na pH-metru

sprejemljivo odstopanje za +0,05 enote.

3.2.3 Priprava topil

3.2.3.1 Priprava elucijskih topil

Za delo na sistemu SPE-DEX in razvoj metode SPE smo pripravili ve¢ elucijskih topil. S
polnilno pipeto smo odmerili ustrezen volumen topila in ga prenesli v 50-mililitrsko
centrifugirko ali ve¢jo bucko. Pripravili smo elucijska topila, navedena v preglednici V.

Preglednica V: Priprava elucijskih topil.

St. Elucijsko topilo

1. ACN : MeOH (50/50, v/v)

2, ACN : MeOH (75/25, v/v)

& ACN : MeOH : H,O : HCOOH (44/44/8/2, viIvivIv)
4. ACN : MeOH : iPrOH (50/25/25, viviv)

Elucijsko topilo ACN : MeOH : iPrOH (50/25/25, v/viv) smo uporabili pri metodi SPE-
DEX, opisani v poglavju 3.2.4.1.

3.2.3.2 Priprava topila za raztapljanje suhega zaostanka
Za raztapljanje suhega zaostanka smo uporabili mesanico topil
ACN : MeOH : H,0 : HCOOH (44/44/8/2, vivIvIv). Pripravili smo jo po enakem postopku

kot elucijsko topilo iste sestave, ki je naveden v poglavju 3.2.3.1.

3.2.4 Ekstrakcija u€inkovin iz odpadne vode

3.24.1 Metoda SPE-DEX
Odpadne vode smo vzor¢ili na iztoku stirih razli¢nih Cistilnih napravah. Postopek priprave

vzorcev je bil enak za vse $tiri vzorce in je podan v preglednici VI.
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Preglednica VI: Postopek priprave vzorcev vode iz CN.

Koncentrac
Volumen | ]
Volumen ija dodanih
Volumen | Volumen delovne )
ultradiste ] analitov v
Vzorec odpadne pufra raztopine I,
vode vzorcu pred
vode (ml) (mL) c=05
(mL) SPE-DEX
mg/L (nL)
(ng/L)
Slepi vzorec / / 500 / /
Odpadna voda 250 250 / / 0
Vzsto | 250 250 / 10 10
Vzstp |l 250 250 / 25 25
Vzstp 11 250 250 / 50 50
Vzstp IV 250 250 / 100 100

Vzorci so bili rahlo motni in so vsebovali nekaj vidnih delcev, zato smo jih pred nanosom
razred¢ili s 50 mM KH,PO, pufrom s pH = 7. S tem korakom smo se izognili morebitnemu
masenju diskov in zmanjSali vpliv matrice. Pripravljen vzorec smo ekstrahirali s predhodno
optimizirano metodo, ki so jo razvili na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko na
Fakulteti za farmacijo. Koraki metode so navedeni v preglednici VII. Eluat smo iz zbiralne
viale prenesli v 25-mililitrsko bu¢ko in do oznake dopolnili z elucijskim topilom. Dva mL
eluata smo prenesli v epruveto, posusili pod Turbo Vapom, ga raztopili v 200 pL topila
(postopek priprave je opisan v poglavju 3.2.3.2), 1 minuto stresali na Vibromixu in
postavili v ultrazvo¢no kadi¢ko za 15 minut. Vzorce smo nato prenesli v steklene inserte,
vstavljene v viale, in jih analizirali na LC-MS/MS. Koncentracijo u¢inkovin v odpadni

vodi smo izra¢unali z metodo standardnega dodatka (poglavje 3.2.4.2).

Preglednica VI1I: Koraki metode ekstrakcije na SPE-DEX.

Topilo Cas namakanja (s) Cas suSenja (s)
MeOH 15 0
Predpriprava diska MeOH 15 15
SPE Ultracista voda 15 15
Ultracista voda 10 10
Nanos vzorca
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SuSenje 210

Spiranje Elucijsko topilo 180 60

3.2.4.2 Metoda standardnega dodatka

Koncentracijo u¢inkovin v odpadni vodi smo izracunali z metodo standardnega dodatka.
Za izvedbo metode potrebujemo vzorce enakih volumnov, a z razlicnim dodatkom
standardne raztopine. Pripravili smo pet vzorcev v dveh paralelkah; $tirim smo dodali
delovno raztopino | (Vzstp I-1V), enemu nicesar (preglednica VI). Vzorce smo z metodo
SPE-DEX ekstrahirali, izmerili odziv analitov na sistemu LC-MS/MS in jih grafi¢no
prikazali. Os x predstavlja koncentracijo, 0S y pa odziv analita v vzorcu. S pomocjo
programa Microsoft Office Excel smo izracunali parametre umeritvenih premic (enacba 1),
kjer k poda naklon in n presecis¢e premice z y-osjo. Skozi tocke smo nato ekstrapolirali
premico do osi X, kjer velja y = 0. Vrednost, v Kkateri premica seka os X, predstavlja

dejansko koncentracijo analita v vzorcu (slika 5) (47). Izra¢unamo jo z enacbo 2.

y=kx+n
Enacba 1
B n ( preseciSCe z 0sjo y)
koncentracija = — -
k (naklon premice)
Enacba 2
Odziv
e
e Signal analita v vzorcu
P 7’
4
'
s
<€ > Koncentracija

Koli¢ina analita v vzorcu

Slika 5: Metoda standardnega dodatka; prirejeno po (47).
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3.2.5 Optimizacija metode SPE za povrSinske vode

3.2.5.1 Priprava vzorca, uporabljenega za razvoj metode

Za razvoj metode smo pripravili vzorec z znanimi koncentracijami u¢inkovin. V merilni
bucki smo v volumskem razmerju 1 : 1 zdruzili ultracisto vodo in 50 mM KH,PO, z
ustrezno vrednostjo pH. Dodali smo Se 32 pL delovne raztopine Il na 100 mL, tako da smo
dobili vzorec z nominalno koncentracijo 400 ng/L.

3.2.5.2 Zacetna metoda SPE

Izhajali smo iz metode SPE, ki je bila predhodno razvita za dolocanje nekaterih
antidepresivov v odpadnih vodah (48). Zacetne poskuse smo opravljali v Sestih paralelkah
na kartusah Strata-X. Najprej smo stacionarno fazo v kartusah aktivirali z nanosom 10 mL
MeOH in ekvilibrilali s 3 mL 25 mM KH,PO, pufra s pH = 7. Pretok smo za oba koraka
naravnali na 1 mL/min. Nato smo nanesli 100 mL vzorca (priprava opisana v poglavju
3.2.5.1), s pretokom 8 mL/min; uravnali smo ga z vakuumsko ¢rpalko. Sledilo je 10 minut
vakuumskega suSenja, nato pa smo s 4 mL elucijskega topila ACN : MeOH : iPrOH
(50/25/25, viviv) sprali kartu$o in eluirali analite. Dva mL eluata smo z merilno pipeto
odpipetirali v epruveto ter do suhega posusili v TurboVapu. Eluat se je susil priblizno pol
ure v vodni kopeli pri 50 °C v toku dusika. Suhi zaostanek v epruveti smo raztopili z 200
uL topila za raztapljanje suhega zaostanka, ga stresali 1 minuto na Vibromixu in postavili
v ultrazvo¢no kadi¢ko za 15 minut. Vsebino epruvete smo nato z merilno pipeto

odpipetirali v steklen insert, vstavljen v vialo, ter analizirali z LC-MS/MS.

Kmalu po zaetku optimizacije smo spremenili postopek elucije. Eluirali smo le 2 mL
(4 x 500 uL) in ga v isti epruveti susili do suhega. Postopek raztapljanja suhega zaostanka

pa je ostal enak.

3.2.5.3 Priprava standardne raztopine za izra¢un izkoristka ekstrakcije z metodo SPE

Izkoristek ekstrakcije je bil glavni parameter, s katerim smo spremljali uspes$nost
ekstrakcijske metode. Nanasali smo vzorec s koncentracijo 400 ng/L, kon¢na koncentracija
po postopku SPE s spremenjenim postopkom elucije (ob predpostavki, da je izkoristek 100
%) je bila 200 pg/L. Za izracun izkoristka smo uporabili enac¢bo 3 in delili odziv vzorca z

odzivom standardne raztopine.
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Standardno raztopino z nominalno koncentracijo 200 pg/L smo pripravili tako, da smo v 5-
mililitrsko merilno bucko odpipetirali 800 pL delovne raztopine Il in jo do oznake
dopolnili z MeOH.

odziv v vzorcu

Izkoristel (%) = 100
zkoristek (%) odziv v raztopini standarda

Enacba 3

Izracunane izkoristke smo zaradi boljse preglednosti podali v obliki relativnega izkoristka.
Pri vsaki u€inkovini smo znotraj enega poskusa dobili najman;j tri razlicne izkoristke za
razli¢ne pogoje. Izkoristke smo nato delili z maksimalnim izkoristkom iste ucinkovine
(enacba 4). S tem korakom smo dosegli to, da so imele uc¢inkovine pri najboljsih pogojih
100 % relativni izkoristek.

izkoristek

Relativni izkoristek (%) = 100
elativni izkoristek (%) maksimalni izkoristek uCinkovine ¥

Enacba 4

3.2.5.4 lzbor elucijskega topila
Preverili smo S§tiri razli¢na elucijska topila, ki so navedena v preglednici V. Postopek
njihove priprave smo opisali v poglavju 3.2.3.1, postopek priprave vzorca v poglavju

3.2.5.1, postopek SPE pa v poglavju 3.2.5.2.

3.2.5.5 Vpliv pH medija na izkoristek ekstrakcije

Vecjo koli¢ino 50 mM fosfatnega pufra smo pripravili po postopku, opisanem v poglavju
3.2.2.1. Vpliv pH medija smo najprej preverjali pri pH vrednostih 3, 5, 7 in 9, in sicer v
treh paralelkah po postopku SPE (poglavje 3.2.5.2). Po pregledu rezultatov smo pH

obmodje zozili in poskus ponovili pri pH 3, 4 in 5.

3.2.5.6 Izbor trdnega nosilca za ekstrakcijo

Za ekstrakcijo vzorcev smo izbirali med tremi reverzno-faznimi trdnimi nosilci. Imeli smo
dva s polimernim sorbentom, Strata-X in Oasis® HLB ter enega na silikatni osnovi, Strata
C18-E. Z vsako vrsto kartuse smo ekstrahirali tri paralelke vzorca, ki smo ga pripravili po
postopku opisanem v poglavju 3.2.5.1 in analizirali z za¢etno metodo SPE (poglavje
3.2.5.2).
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3.2.5.7 Volumen topila za raztapljanje suhega zaostanka

Za izbiro volumna topila za raztapljanje suhega zaostanka smo z red¢enjem delovne
raztopine Il pripravili 50 mL raztopine standarda s koncentracijo 200 ng/L. Po 2 mL
pripravljene raztopine smo z merilno pipeto odpipetirali v 24 epruvet in jih posusili v
TurboVapu. Raztopili smo jih po postopku iz poglavja 3.2.5.2, le da smo spreminjali
volumen dodanega topila. Sestim paralelkam smo dodali 100 puL, 150 pL, 200 uL oz. 250
uL. Pripravili smo S$e S§tiri standardne raztopine ustreznih koncentracij za izracun

izkoristkov in vse skupaj analizirali na LC-MS/MS.

3.2.5.8 Volumen vzorca za nanos na SPE

Pripravili smo vecjo koli¢ino vzorca iz poglavja 3.2.5.1. Sledili smo postopku, opisanemu
v poglavju 3.2.5.2, le da smo spreminjali volumen nanesenega vzorca in Stevilo paralelk.
Ucinkovine smo ekstrahirali v $estih paralelkah iz 100 mL in 200 mL ter v $tirih paralelkah
iz 500 mL in 1.000 mL vzorca.

3.2.5.9 Vpliv koncentracije na izkoristek ekstrakcije

Poleg vzorca s koncentracijo ucinkovin 400 ng/L smo pripravili Se vzorca s
koncentracijama 40 ng/L in 8 ng/L. Za pripravo prvega smo uporabili dvakrat razredéeno
delovno raztopino I, za drugega pa 20-krat razred¢eno. Postopek SPE, ki smo se ga drzali,

je opisan v poglavju 3.2.5.2, vzorca pa smo ekstrahirali v Sestih paralelkah.

29



Janja Umnik Magistrska naloga

3.2.6 Koncna metoda SPE za povrsinske vode

3.2.6.1 Metoda SPE
Vzorcu povrsinske vode smo izmerili pH
ingaz 1M HCI uravnali na pH = 4. Za

ekstrakcijo smo uporabili kartuse Strata-X,

ki smo jih aktivirali z nanosom 10 mL
MeOH in 10 mL 25 mM KH,PO,4 s pH =

M
; &

Chirana
et

4. 7 merilno buc¢ko smo odmerili 200 mL

e
[nihaibttrhre

vzorca, ga nanesli in 10 minut susili.
Eluirali smo 2 mL (4 x 500 pL) z
elucijskim  topilom ACN:MeOH =
75 : 25, viv. Epruvete z eluatom smo nato
do suhega suSili v TurboVapu v vodni
kopeli pri 50 °C z zvrtinCenim tokom
duSika. Suh zaostanek smo raztopili v 150
uL topila ACN : MeOH : H,O : HCOOH
(44/44/8/2, viviviv), ga stresali 1 minuto
na Vibromixu in e 15 minut v ultrazvocni
kadicki. Vsebino epruvete smo nato Slika 6: Sistem za ekstrakcijo na trdnem
prenesli v vialo s steklenim vloZzkom in nosilcu.

analizirali z LC-MS/MS.

Slika 6 prikazuje uporabljeni sistem SPE.

3.2.6.2 Analiza vzorcev s tekocinsko kromatografijo, sklopljeno s tandemsko masno
spektrometrijo

Vzorce, ki smo jih pripravili z metodo SPE, smo analizirali z instrumentom LC-MS/MS.

Dva uL vzorca smo injicirali na reverzno fazno kolono Poroshell EC-C18 (100 x 3 mm,

2,7 um) pri temperaturi 50 °C. Mobilna faza je bila sestavljena iz topila A (0,05 %

HCOOH v vodi) in topila B (100 % ACN). Uporabili smo gradientno elucijo; spremembe

deleza topila A in pretoka skozi ¢as so navedene v preglednici VIII. Cas analize

posameznega vzorca je bil 8,2 minute.
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Preglednica VI11: Spreminjanje pretoka in sestave mobilne faze v odvisnosti od ¢asa.

Cas (min) Pretok (mL/min) Delez topila A (%)
0 0,50 92
0,5 0,50 85
1,0 0,65 85
2,0 0,65 67
3,0 0,65 65
4,8 0,65 60
51 0,65 50
53 0,65 30
6,5 0,65 5
6,7 0,65 5
6,9 0,65 92
8,2 0,50 92

Kromatografski locbi je sledila ionizacija analitov v elektronskem razprSevalniku Agilent

Jet Stream ESI. V preglednici IX so navedene nastavitve ionskega izvora.

Preglednica IX: Nastavitve ionskega izvora.

Temperatura susilnega plina 275 °C

Pretok plina 10 L/min
Nebulizator 45 psi (3,1 bara)
Temperatura plasca 350 °C

Pretok plina v plascu 11 L/min
Napetost na kapilari 4.000 V
Napetost na Sobi 1.000 V

Izbrane analite smo merili z uporabo multirezidualne analize (MRM). Preglednica X

prikazuje retencijske case, prehode MRM, napetosti fragmentorja, kolizijske energije in

polaritete za vsako od anliziranih spojin.
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Preglednica X: Retencijski ¢asi, prehodi MRM, napetosti fragmentorja, kolizijske

energije in polaritete (P) izbranih u¢inkovin.

Retencijs Napetost Kolizijska
Uc¢inkovina ki ¢as Prehod MRM (m/z) | fragmentato | energija | P
(min) rja (V) (eV)
amantadin 2,18 1521 — 1350 88 16 +
antipirin 2,55 1891 — 56,0 131 32 +
atenolol 1,35 2672 — |[1450 96 24 +
atorvastatin 6,32 559,3 — |[440,2 180 17 +
azitromicin 2,63 7495 — | 83,0 200 69 +
bisoprolol 2,99 3262 — [116,1 150 13 +
ciprofloksacin 2,21 3321 — |[3141 134 16 +
diazepam 6,14 2851| — [193,0 159 32 +
diklofenak 6,38 2960 — |2140 55 15 +
escitalopram 3,40 3252 | — [109,0 81 29 +
feksofenadin 4,35 502,3 | — |466,2 195 28 o
furosemid 3,90 3290 — |2848 83 4 -
gabapentin 1,64 1721 — 95,0 81 25 +
gemfibrozil 6,67 2492 ( — (1210 81 9 -
irbesartan 5,29 4292 — |207,1 121 21 +
karbamazepin 4,13 237,11 — (1939 103 12 +
klaritromicin 4,27 7485 — [158,1 162 25 +
kofein 1,91 1951 — | 138,0 101 16 +
lakozamid 2,69 2512 — (1081 60 18 +
lamotrigin 2,47 256,0| — [211,0 170 25 +
levetiracetam 1,61 1711 — |126,1 112 15 +
likarbazepin 2,91 2551 — [194.1 78 17 +
metformin 0,85 1301 | — 60,1 83 8 +
metoprolol 2,58 2682 — |[116,0 96 12 +
naproksen 5,93 2291 | — | 1689 70 26 -
nifedipin 5,97 3471 — [3151 81 1 +
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norfloksacin 2,12 320,1 302,1 134 16 +
oksakarbazepin 4,56 287,1 241,0 126 20 +
oksazepam 3,38 253,1 180,1 78 17 +
pantoprazol 3,35 384,1 138,2 81 20 +
paracetamol 1,53 152,1 110,0 88 12 +
paroksetin 3,83 390,2 70,1 81 29 +
primidon 2,57 219,2 162,5 100 12 i
propifenazon 3,11 260,2 56,1 126 25 +
propranolol 4,63 231,1 189,0 121 21 +
ranitidin 1,39 315,2 175,9 83 12 +
rosuvastatin 5,68 482,2 258,5 184 35 +
sertralin 4,89 306,1 158,9 60 24 +
sulfametoksazol 2,95 254,1 156,0 86 13 +
teofilin 1,54 181,1 124,0 88 16 +
tramadol 2,58 264,2 58,1 81 17 +
trimetoprim 2,09 291,2 230,0 164 20 +
valsartan 6,12 436,2 207,1 81 25 i
venlafaksin 2,91 278,2 58,1 81 17 +
[°Cl-

karbamazepin 4,06 243,1 199,9 103 12 +
[°Cq]-diklofenak 6,38 |300,1 220,0 100 15 +
[FCe]-sertralin 489 |[3121 159,0 100 25 +
atorvastatin-ds 6,32 564,3 440,2 180 17 +
ciprofloksacin-dg 2,21 340,1 322,1 134 16 +
diazepam-ds 6,14 290,1 198,1 140 32 +
metoprolol-d; 2,58 275,2 123,0 100 12 +

3.2.7 Vrednotenje analizne metode za analizo povrSinskih voda

Analizno metodo smo vrednotili v skladu s smernicami FDA za validacijo bioanaliznih

metod (52). Vrednotili smo linearnost, ponovljivost, to¢nost, obmo¢je metode in mejo

doloc¢itve. Dodatno pa smo preverili tudi izkoristek ekstrakcije (poglavje 3.2.5.3) in ucinek

matrice (poglavje 3.2.6).
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% Linearnost
Za vrednotenje linearnosti smo pripravili 8 vzorcev v koncentracijskem obmocju
8-1.600 ng/L (gledano za FPK 1, npr. atenolol) ter en vzorec s koncentracijo 0, tj. slepi
vzorec. Prvih 5 vzorcev smo pripravili z dodatkom delovne raztopine Il, za zadnje 3 pa
smo jo 5-krat redcili. Koncentracije vzorcev in volumni dodatka standarda so zbrani v
preglednici XI. Vsak vzorec smo analizirali v 3 paralelkah in uporabili pogoje kon¢ne
metode (poglavje 3.2.6). Izmerjene odzive smo statisticno obdelali in z metodo linearne
regresije dobili umeritveno premico za posamezen analit (enac¢ba 1). Determinacijski
koeficient (R?) smo izradunali iz korelacije med koncentracijo v vzorcu (spremenljivka x)
in odzivom vzorca (spremenljivka y). Izracunali smo $e RSD, izkoristek, tocnost, obmocje
metode in mejo dolo¢itve (LOQ). Za dolocitev ustrezne linearnosti smo postavili mejo

R%>0,99.

Parametre regresijskih premic smo uporabili za vrednotenje prisotnosti in koncentracije

ucinkovin v vzorcih povrsinskih voda.

Preglednica XI: Podatki o vzorcih, uporabljenih za vrednotenje linearnosti metode.

Koncentracija
Koncentracija raztopine Volumen dodane
vzorca pri FPK 1 standardov za raztopine Medij
(ng/L) pripravo vzorca standardov (uL)
(uL/L)
1600 1.250 1.280
800 1.250 640
400 1.250 320
Ultracista voda :
80 1.250 64
pufer 50 mM
40 1.250 32
KH2PO4 pH 4 =
20 250 80
1:1,1.000 mL
12 250 48
8 250 32
0 0 0
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< Ponovljivost
Ponovljivost metode smo preverili na treh vzorcih razlicnih koncentracij. Njihova priprava
je bila enaka kot pri tistih, ki smo jih uporabili za ugotavljanje linearnosti, le koncentracije
vzorcev in volumni dodatka so drugac¢ni (preglednica XIlI). Za vsak vzorec smo analizirali
tri paralelke po postopku kon¢ne metode, navedenem v poglavju 3.2.6. VVzorce smo
pripravili in analizirali v treh zaporednih dneh. Z uporabo enacbe 5 smo izracunali relativni

standardni odklon, s ¢imer smo ovrednotili ponovljivost.

o ) standardni odklon
Relativni standardni odklon (RSD) (%) = " * 100
povprecna vrednost

Enacba 5

Preglednica XII: Podatki o vzorcih, uporabljenih za vrednotenje ponovljivosti

metode.
Koncentracija Koncentracija Volumen dodane Medij
vzorca pri FPK 1 raztopine raztopine
(ng/L) standardov za standardov (uL)
pripravo vzorca
(nL/L)
1200 1.250 960 Ultracista voda :
160 1.250 128 pufer 50 mM
16 250 64 KH;PO4 pH 4 =
1:1,1.000 mL

s Tocnost
S pomocjo regresijske premice smo za vsako ucinkovino izraCunali njeno koncentracijo.
To smo nato primerjali z dejansko koncentracijo in izracunali odstotek odstopanja z enacbo

6. Sprejemljivo mejo odstopanja oz. tocnosti smo dolocili na +25 %.

y izracunana konc. — dejanska konc.
Tocnost (%) = - * 100
dejanska konc.

Enacba 6

% Meja dolocitve in delovno obmocje metode
S pomocjo podatkov za to¢nost metode smo postavili Se¢ mejo dolocitve. Za LOQ smo

dolo¢ili koncentracijo, pri kateri je bil odstotek napake manjsi od +25 % in ponovljivost
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<20 %. Pri u€inkovinah, kjer je bila prisotna kontaminacija v slepem vzorcu, smo za LOQ
dolocili tisto vrednost, pri kateri je bilo razmerje med odzivom vzorca in odzivom Slepega

vzorca manjSe od 25 %.

LOQ je tudi spodnja meja obmocja linearnosti analizne metode, za zgornjo pa smo vzeli

koncentracijo, pri Kateri je bila vrednost R? e vedno ustrezna.
% Vpliv ozadja

Vpliv ozadja smo preverjali na realnem vzorcu iz reke Ledave. Drzali smo se razvitega
postopka SPE (poglavje 3.2.6.1). Vzorce smo pripravili v Sestih paralelkah, drugac¢no je
bilo le raztapljanje suhega zaostanka pri treh vzorcih. Raztopili smo jih namre¢ v
standardnih raztopinah u¢inkovin z nominalnimi koncentracijami 53,3 pg/L, 533,3 pg/L in
1.066,6 pg/L, ki smo jih pripravili iz raztopine SOR Il. V treh steklenih vialah smo nato v
enakih koncentracijah pripravili Se standardne raztopine iz raztopine SOR Il in jih

analizirali na LC-MS/MS. Vpliv matrice smo izracunali zZ enacbo 7.

ME(%)=( )*100

Enacba 7
A... odziv vzorca, raztopljenega v topilu za raztapljanje suhega zaostanka, z znano
koncentracijo u¢inkovin x
B... odziv vzorca

C... odziv standarda s koncentracijo u¢inkovin x

Enacba 8

3.2.8 Analiza vzorcev povrsinskih voda

Razvito metodo (poglavje 3.2.6) smo uporabili na 6 vzorcih povrsSinskih voda. Pet jih je
bilo odvzetih iz reke, eden pa iz jezera. Zacetne vrednosti pH ter kraj in datum zajema so
navedeni v preglednici XIIl. Vzoréeni so bili ro¢no kot naklju¢ni vzorci, v plasti¢ni
vsebnik, in sicer na globini 1-2 m. VVzorce smo analizirali v roku 24 ur po odvzemu, do

priprave pa smo jih shranili v hladilniku na 4 °C.

Preglednica XllIl: Zacetne vrednosti pH ter kraji in datumi zajema vzorcev

povrsinskih voda.

Vzorec Zacetni pH Kraj zajema Datum zajema
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Kokra 6 Reka Kokra, Kranj 12.7. 2016
Paka 6 Reka Paka, Velenje 23. 8. 2016
Savinja 1 6 Reka Savinja — obrezje, Kasaze 23.8.2016
Savinja 2 6 Reka Savinja — z mostu, Kasaze 23. 8. 2016
Ledava 6 Reka Ledava, Murska Sobota 23. 8. 2016
Zbiljsko jezero 5 Zbiljsko jezero, Zbilje 25. 8. 2016

3.2.8.1 Izracun vsebnosti uc¢inkovin v realnih vzorcih

Vsebnost ucinkovin v vzorcih smo izracunali s pomocjo regresijske premice
(n — presecisce, k — naklon) in faktorja prilagoditve koncentracije (preglednica XVII), z
uporabo enacbe 9.

odziv vzorca — n

vsebnost uCinkovine v realnem vzorcu = . * FPC

Enacba 9

3.29 Cistenje

Tekom razvoja in vrednotenja metode smo poskuse izvajali z nizkimi koncentracijami
analitov. Moznost kontaminacije v laboratoriju z vi§jimi koncentracijami u¢inkovin je bila
visoka, zato smo med delom vso steklovino in dele sistema SPE dobro distili. Vsak
ponedeljek smo se drzali standardnega operativnega postopka, pripravljenega prav za ta
namen. Prav tako smo ga upostevali pred analizo vzorcev za vrednotenje metode in pred
analizo realnih vzorcev. Ko smo steklovino in sistem SPE odistili, Smo pripravili 100 mL
ultraciste vode in jo analizirali po postopku iz poglavja 3.2.5.2, kasneje pa po postopku iz
poglavja 3.2.6.1. Od prvega slepega vzorca pa vse do zakljucka eksperimentalnega dela
smo imeli sistem SPE konstantno kontaminiran z metforminom in propifenazonom.
Obcasno so se pojavili Se visoki odzivi v slepem vzorcu za antipirin, azitromicin,

ciprofloksacin, diklofenak, klaritromicin, kofein, nifedipin, paracetamol in propranolol.

Za analize smo uporabljali lastno steklovino, ki smo jo shranjevali lo¢eno. Ves potrosni
material (steklene viale, zamaski za viale, steklene epruvete itd.) smo po enkratni uporabi
zavrgli. Sistem SPE smo sicer tekom eksperimentalnega dela uporabljali le za ta namen,
vendar pa je bil postavljen v laboratoriju, kjer se socasno izvajajo Se druga raziskovalna
dela. V istem laboratoriju se tudi tehtajo standardi ucinkovin, ki se lahko prenesejo po

laboratoriju in kontaminirajo povrsine.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Ekstrakcija u¢inkovin iz odpadne vode

S predhodno razvito in optimizirano metodo SPE-DEX smo analizirali vzorce Stirih
iztokov iz Cistilnih naprav (A-D). Vzorcili smo jih v spomladanskem ¢asu. Ugotavljali
smo prisotnost 111 uc¢inkovin in na podlagi dobljenih rezultatov izbrali tiste, za katere smo

razvili metodo SPE za pripravo vzorcev povrsinskih voda.

A B

4% 7%
m>1.000 ng/L
= 100-1.000 ng/L
=10-100 ng/L

®>1.000 ng/L
= 100-1.000 ng/L
u10-100 ng/L

m <10 ng/L m <10 ng/L
m<LOQ <L OQ
mnd End
7% 3%
= >1.000 ng/L = >1.000 ng/L

= 100-1.000 ng/L
=10-100 ng/L

®100-1.000 ng/L
u10-100 ng/L

m <10 ng/L m <10 ng/L
m<LOQ m<LOQ
mnd und

Legenda: nd (pod mejo zaznave), <LOQ (pod mejo dolocitve)

Slika 7: Koncentracijska obmo¢ja u¢inkovin, najdenih v odpadnih vodah.

Na sliki 7 so grafi¢no prikazana koncentracijska obmocja ué¢inkovin v odpadni vodi. Izmed
111, ki smo jih analizirali, je bila priblizno tretjina (29-37 %) pod mejo zaznave (nd).
Tiste, ki smo jih izmerili, smo razdelili v §tiri koncentracijska obmocja. Iz grafov je
razvidno, da so obmocja pri vseh vzorcih podobno razporejena. Najve¢ uc¢inkovin je bilo
prisotnih v koncentraciji 10-100 ng/L. Za nadaljnje delo smo izbrali u¢inkovine S

koncentracijami nad 100 ng/L, izmerjenimi v vsaj enem vzorcu, dodali pa smo Se nekaj
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u¢inkovin, ki smo jih pogosto zasledili v ¢lankih med pregledom literature. Tako smo
izbrali naslednje ucinkovine: amantadin, antipirin, atenolol, atorvastatin, azitromicin,
bisoprolol, ciprofloksacin, diazepam, diklofenak, escitalopram, feksofenadin, furosemid,
gabapentin, gemfibrozil, irbesartan, karbamazepin, klaritromicin, kofein, lakozamid,
lamotrigin, levetiracetam, likarbazepin, metformin, metoprolol, naproksen, nifedipin,
norfloksacin, okskarbazepin, oksazepam, pantoprazol, paracetamol, paroksetin, pirimidon,
propifenazon, propranolol, ranitidin, rosuvastatin, sertralin, sulfametoksazol, teofilin,

tramadol, trimetoprim, valsartan in venlafaksin.

4.2 Razvoj metode za ekstrakcijo uc¢inkovin iz povrsinskih voda

Rezultati vzoréenja odpadnih voda iz Stirih Cistilnih naprav so nam pomagali pri izbiri
ucinkovin za spremljanje njihove prisotnosti v povrSinskih vodah. Veéina razvitih metod se
osredotoca na eno specifi¢no terapevtsko skupino, saj so si u¢inkovine znotraj nje navadno
zelo podobne (53). Nas izbor pa je zajemal Stevilne ucinkovine, ki so si zelo razli¢ne po
terapevtskih skupinah in po fizikalno-kemijskih lastnostin. Med razvojem analizne metode
je bilo zato pri izbiri eksperimentalnih pogojev pogosto treba sklepati kompromise, ki niso

bili vedno idealni za vse u¢inkovine.

4.2.1 Optimizacija metode za ekstrakcijo uc¢inkovin

Tekom optimizacije metode SPE smo razvili nov postopek elucije in doloéili elucijsko
topilo, pH vrednost pufra za ekvilibracijo, pH vrednost in volumen vzorca, vrsto nosilca za
ekstrakcijo, volumen topila za raztapljanje suhega zaostanka in volumen injiciranja na LC-
MS/MS. Pri poskusih smo uporabljali delovno raztopino Il, opisano v poglavju 1.1.1.1.
Rezultati razvoja vsebujejo podatke za 39 ucinkovin; Kklaritromicin, paroksetin in
sulfametoksazol smo vkljucili malo pred ovrednotenjem metode, azitromicin in nifedipin
pa smo zaradi nestabilnosti pripravljali dnevno, pri ¢emer smo se zaradi mozne

kontaminacije v laboratoriju tekom razvoja metode izogibali njuni pripravi.

4.2.1.1 Razvoj postopka elucije

Na zacetku razvoja metode SPE smo delali s po Sestimi paralelkami in se drzali protokola,
opisanega v poglavju 3.2.5.2. Pri prvih poskusih smo dobili zelo visoke vrednosti RSD,
zato smo pred odvzemom 2 mL iz epruvete, vzorec stresali se 10 s na Vibromixu. S to

spremembo smo uspeli le malenkostno izboljsati RSD, kar je prikazano v preglednici XIV.
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Zaradi visokih vrednosti RSD (>75 %) smo postopek elucije popolnoma spremenili.
Namesto s 4 mL (4 x 1 mL) smo elucijo izvedli z 2 mL elucijskega topila, in sicer $tirikrat
s 500 pL. S to spremembo smo dosegli, da je vrednost RSD pri kar 85 % ucinkovin padla

pod 10 %, najvisja pa je bila za propifenazon, in sicer 19,2 %.

4.2.1.2 Izgube ucinkovin pri uporabi novega postopka elucije

Ker smo elucijski volumen tekom razvoja zmanjsali za polovico, nas je zanimalo, kolikSen
je zaostanek ucinkovin na trdnih nosilcih. lzvedli smo poskus, ki je opisan v poglavju
3.2.5.2, in sicer v Sestih paralelkah. Po eluciji 2 mL smo lo¢eno eluirali $e dvakrat po 1 mL
v steklene epruvete. Zaostanek smo izracunali tako, da smo odziv vzorcev 1 mL eluata
delili z odzivom vzorca na isti kartusi in pomnozili s 100. Rezultati so podani v preglednici

XIV. Dobili smo zanemarljive koli¢ine, saj je bil zaostanek pri skoraj vseh u¢inkovinah

v

Preglednica XIV: Primerjava ponovljivosti postopka ekstrakcije in zaostanki

ucinkovin v kartusah po eluciji.

Zaostanek po
Povprecna vrednost RSD (%) novem postopku
elucije (%)
Izhodis$cni
Izhodis¢ni postope-k ‘ Nov postopek | 1mL | 1mL
postopek d0(v1atr.1|m elucije prvi¢ | drugic¢
mesSanjem
Uc¢inkovina eluata
amantadin 80,7 100,3 11,4 2,1 1,1
antipirin 75,5 75,7 12,5 0,1 0,1
atenolol 84,5 71,0 11 0,1 0,0
atorvastatin 96,0 85,5 6,0 0,0 0,0
bisoprolol 88,2 78,3 1,7 0,2 0,1
ciprofloksacin 90,9 80,2 2,9 0,2 0,1
diazepam 82,4 75,5 3,0 0,3 0,1
diklofenak 87,7 75,4 2,3 0,2 0,1
escitalopram 84,3 75,5 5,7 0,3 0,1
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feksofenadin 91,7 79,8 1,1 0,1 0,1
furosemid 91,9 78,8 2,0 0,0 0,0
gabapentin 81,0 73,2 7,0 0,3 0,3
gemfibrozil 92,8 80,1 3,6 0,1 0,1
irbesartan 90,0 78,4 0,6 0,1 0,1
karbamazepin 88,6 77,8 1,9 0,2 0,1
kofein 75,3 74,9 151 0,2 0,1
lakozamid 86,1 76,3 2,0 0,2 0,2
lamotrigin 85,6 69,7 1,3 0,3 0,1
levetiracetam 69,0 65,2 10,6 0,2 0,1
likarbazepin 90,8 76,8 2,7 0,1 0,0
metformin 71,7 67,4 5,8 6,4 5,6
metoprolol 84,4 71,4 44 0,2 0,0
naproksen 95,2 84,5 1,4 0,0 0,0
norfloksacin 88,9 79,2 3,8 0,3 0,1
oksazepam 88,2 76,8 1,5 0,2 0,0
okskarbazepin 114,9 94,3 9,7 0,1 0,1
pantoprazol 99,6 79,6 9,1 0,0 0,0
paracetamol 77,3 62,2 1,6 0,1 0,0
primidon 91,3 75,6 2,2 0,3 0,2
propifenazon 76,5 84,6 19,2 1,0 1,0
propranolol 82,2 74,9 3,7 0,5 0,2
ranitidin 93,2 77,7 57 0,0 0,0
rosuvastatin 90,8 79,9 1,7 0,0 0,0
sertralin 69,9 75,9 8,2 1,4 0,5
teofilin 82,8 70,3 1,2 0,3 0,1
tramadol 73,9 79,8 18,7 0,5 0,2
trimetoprim 89,5 76,5 2,3 0,1 0,0
valsartan 89,5 76,6 1,2 0,1 0,0
venlafaksin 75,5 75,6 9,6 0,5 0,2
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4.2.1.3 lzbor topila za elucijo

Pri izboru topila za elucijo moramo paziti, da nobena od komponent ne reagira z
anliziranimi u¢inkovinami. VVseeno pa mora organsko topilo prekiniti vezi med analitom in
sorbentom, da se le-ta lahko eluira. Najpogosteje uporabljeni topili za elucijo sta ACN in
MeOH. Izbirali smo med stirimi elucijskimi topili, ki so navedena v preglednici V,
postopek njihove priprave pa smo opisali v poglavju 3.2.3.1. Poskus smo izvedli v treh

paralelkah, in sicer po metodi iz poglavja 3.2.5.4.

izkoristek pri najboljsi ponovljivosti (slika 8).

120,0

100,() T T T -|—

80,0

60,0

40,0

20,0

0,0

topilo 1 topilo 2 topilo 3 topilo 4
B Povprecni relativni
izkoristek (%) 93,7 95,8 86,6 93,0
Povprecni RSD (%) 4.0 2,0 4,0 5,0

Slika 8: Povpretni relativni izkoristki® in povpregne ponovljivosti (RSD, n = 3)? pri

uporabi razli¢nih elucijskih topil (n = 39).

4.2.1.4 Vplivvrednosti pH vzorca na izkoristek ekstrakcije ucinkovin

Na izkoristek ekstrakcije uc¢inkovin poleg vrste trdnega nosilca vpliva tudi vrednost pH
do bazicnega pH 9. Poskus smo opisali v poglavju 3.2.5.5. Dobljene izkoristke smo s
pomoc¢jo enacbe 3 preracunali v relativne izkoristke in dobili rezultate, predstavljene na

ey e

nadaljevanju poleg pH 3, na enak nacin preskusili se pH 4 in pH 5.

! Povpregje relativnih izkoristkov vseh uginkovin pri enem pogoju.
2 Povpregje RSD vseh ucinkovin pri enem pogoju.

42



Janja Umnik

Magistrska naloga

120,0
100,0 ] I
80,0 |
60,0
40,0
20,0
0,0

pH 3 pH5 pH 7 pH 9

B Povprecni relativni
izkoristki (%)

83,1 75,0 74,8 78,9

Povpre¢ni RSD (%) 3,5 2,7 4,1 3,4

Slika 9: Povpreéni relativni izkoristki in ponovljivosti (RSD, n = 3) pri razli¢nih
vrednostih pH (n = 39).

4.2.1.5 Ofzji izbor vrednosti pH vzorca

V ozjem izboru smo uporabili pufer s pH vrednostmi 3, 4 in 5. VVzorce smo po postopku,

opisanem Vv poglavju 3.2.5.5, analizirali v treh paralelkah. 1z rezultatov, navedenih v

ey

4. Slednjo vrednost smo izbrali zato, ker so imele z izjemo atorvastatina, pantoprazola in

ranitidina tudi ostale u¢inkovine visok izkoristek z dobro ponovljivostjo.

Preglednica XV: Povprec¢ni relativni izkoristki in ponovljivesti (RSD, n = 3) pri

razli¢nih pH vrednostih pufra (n = 39).

Relativni izkoristki (%) (RSD (%0))

Ucinkovine pH 3 pH 4 pH S

amantadin 100,0 (1,6) 98,1 (11,6) 32,3(1,8)
antipirin 96,6 (1,7) 100,0 (3,0) 87,1 (8,5)
atenolol 88,9 (1,2) 100,0 (1,1) 91,9 (3,8)
atorvastatin 16,4 (10,5) 42,5 (14,1) 100,0 (9,9)
bisoprolol 85,7 (1,8) 100,0 (0,9) 93,8 (2,3)
ciprofloksacin 99,0 (0,2) 100,0 (12,2) 72,4 (7,2)
diazepam 93,0 (1,8) 100,0 (2,9) 97,3(1,9)
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diklofenak 89,6 (2,3) 100,0 (2,6) 98,8 (1,4)
escitalopram 94,9 (1,2) 100,0 (1,8) 85,5 (9,6)
feksofenadin 90,9 (0,4) 100,0 (2,0) 92,6 (4,7)
furosemid 80,9 (4,4) 100,0 (2,4) 99,8 (0,5)
gabapentin 100,0 (1,9) 55,4 (19,3) 16,1 (2,5)
gemfibrozil 53,5 (8,2) 87,8 (21,5) 100,0 (2,5)
irbesartan 73,6 (3,2) 91,8 (3,2) 100,0 (2,5)
karbamazepin 86,1 (2,7) 100,0 (3,2) 98,8 (3,0)
kofein 100,0 (1,7) 89,1 (6,2) 73,0 (11,3)
lakozamid 95,0 (4,9) 100,0 (0,5) 95,7 (2,5)
lamotrigin 95,8 (0,8) 100,0 (2,7) 94,6 (2,3)
levetiracetam 100,0 (2,5) 91,3 (7,0) 54,3 (10,7)
likarbazepin 84,7 (2,5) 99,0 (3,7) 100,0 (1,0)
metformin 37,8 (5,0) 55,3 (3,7) 100,0 (6,6)
metoprolol 93,6 (0,3) 100,0 (1,4) 98,9 (1,1)
naproksen 83,1(2,2) 98,6 (2,1) 100,0 (1,8)
norfloksacin 98,0 (0,5) 100,0 (11,6) 72,7 (6,2)
oksazepam 88,0 (1,8) 98,6 (3,4) 100,0 (0,1)
okskarbazepin 86,6 (5,6) 96,0 (11,7) 100,0 (1,8)
pantoprazol 0,1(11,6) 3,4 (5,0) 100,0 (1,5)
paracetamol 92,9 (1,7) 100,0 (3,5) 73,3 (8,5)
primidon 91,2 (3,8) 100,0 (1,8) 98,4 (1,9)
propifenazon 100,0 (0,9) 76,2 (10,9) 59,6 (14,2)
propranolol 90,6 (2,9) 100,0 (1,3) 91,7 (3,4)
ranitidin 67,4 (0,6) 26,0 (1,9) 100,0 (5,5)
rosuvastatin 37,6 (2,0) 85,5 (14,6) 100,0 (0,6)
sertralin 94,9 (2,1) 100,0 (1,7) 45,6 (12,1)
teofilin 97,4 (0,4) 100,0 (4,2) 81,5 (0,6)
tramadol 95,5 (0,7) 100,0 (3,8) 69,6 (13,0)
trimetoprim 89,8 (2,2) 100,0 (1,4) 94,9 (0,8)
valsartan 68,3 (3,2) 90,7 (2,6) 100,0 (4,7)
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venlafaksin 92,4 (0,5) 100,0 (1,2) 82,9 (8,4)

4.2.1.6 lzbor nosilca za ekstrakcijo

Izbirali smo med nosilci Strata-X, Strata C18-E in Oasis® HLB. Njihove lastnosti so
prikazane v preglednici 11, opis samega postopka pa je naveden v poglavju 3.2.5.6. S
primerjavo odzivov ekstrahiranih vzorcev in vzorcev standardov smo dobili rezultate,

prikazane na sliki 10.

120,0
100,0 I
80,0
60,0
40,0
20,0

0,0

Strata-X Strata C18-E QOasis® HLB

B Povprecni relativni
izkoristek (%)

Povpre¢ni RSD (%) 4,0 9,4 4,6

91,0 73,5 75,3

Slika 10: Povpre¢ni relativni izkoristki in ponovljivosti (n = 3) uéinkovin

ekstrahiranih na razli¢nih trdnih nosilcih (n = 39).

Nosilca Strata-X in Oasis® HLB sta si po lastnostih zelo podobna, a smo z Oasis® HLB
dobili nizje izkoristke kot s Strata-X. Nosilec Strata C18-E, ki vsebuje sorbent na silikatni
osnovi, pa je imel najniZje relativne izkoristke in slabso ponovljivost. Ker je imelo kar 74
% ucinkovin najvisji izkoristek ekstrakcije pri uporabi Strata-X, smo ta nosilec izbrali za

uporabo v nasi novo razviti metodi.

4.2.1.7 lzbira volumna topila za raztapljanje suhega zaostanka
Poleg samega volumna vzorca lahko na faktor koncentriranja pomembno vplivamo tudi z

volumnom topila, v katerem raztopimo suhi zaostanek. Postopek poskusa je opisan v
relativni izkoristek pri najvi§jem volumnu. V tem primeru bi bil faktor koncentriranja

metode 800-kraten. Ker pa je bil nas cilj ¢im vi§ji faktor koncentriranja, smo za naso

metodo izbrali manjsi volumen, in sicer 150 pL topila. S tem smo faktor koncentriranja
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zviSali kar za 1,7-krat, na 1.333,3-kratno koncentriranje. Poleg faktorja koncentriranja je na

izbiro pomembno vplivala tudi ponovljivost, ki je bila pri izbranem volumnu najnizja.

Ceprav so imele u¢inkovine pri 100 pL topila boljse relativne izkoristke, pa tega volumna
nismo izbrali. Pri niZjih volumnih namre¢ ostane nad usedlino v steklenem insertu manj

tekocine, kar lahko povec¢a moznost zapletov pri analizi na LC-MS/MS.

120,0
100,0 T 1
80,0
60,0
40,0
20,0

0,0

100 pL 150 pL 200 uL 250 uL

B Povprecni relativni
izkoristek (%)

Povprecni RSD (%) 10,5 8,5 12,3 10,7

90,0 85,3 93,9 96,1

Slika 11: Relativni povpreéni izkoristki in ponovljivosti (n = 6) pri razli¢nih volumnih

topila za raztapljanje suhega zaostanka (n = 39).

4.2.1.8 Volumen nanosa vzorca

Metoda, iz katere smo izhajali, je v protokolu predpisovala volumen nanosa vzorca 100
mL. Ker s tem volumnom dobimo manjsi faktor koncentriranja, smo preizkusili Se visje
volumne, 200 mL, 500 mL in 1.000 mL. Postopek dela je opisan v poglavju 3.2.5.8,
rezultati pa so predstavljeni na sliki 12.

Pri izboru volumna vzorca moramo upostevati tudi ¢as, ki ga potrebuje vzorec, da preide
skozi kartuso. Pri pretoku 8 mL/min potrebujemo za 100 mL priblizno 13 minut, za 200
mL 25 minut, za 500 mL 63 minut in za 1.000 mL kar 125 minut. Ve¢ji volumen vzorca pa
vsebuje tudi ve¢ necdistot, ki lahko hitro zamasijo kartu$e in ustavijo pretok, pa tudi cas

nanosa se lahko pri vi§jih volumnih bistveno podaljsa.

Na koncu smo za volumen vzorca izbrali 200 mL, saj je imelo pri tem volumnu najvec
ucinkovin (41 %) najvi§ji izkoristek, pa tudi ponovljivost je boljSa kot pri nanosu 100 in

500 mL vzorca.
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120,0
100,0
80,0
60,0
40,0
20,0
0,0

100 mL

200 mL

500 mL

1.000 mL

B Povprecni relativni
izkoristek (%)

89,0

81,5

71,7

65,9

Povprecni RSD (%)

10,0

7,9

13,8

7,6

Slika 12: Vpliv volumnov nanosa vzorca na izkoristke u¢inkovin (n = 39).

4.2.1.9 Vpliv koncentracije uéinkovin

Preverili smo $e izkoristke 10- in 50-krat nizjih koncentracij u¢inkovin v vzorcu (poglavje

3.2.5.9). Ugotovili smo, da pri nizjih koncentracijah povpreéni relativni izkoristek sicer

malo pade, vendar se bistveno ne spremeni, ponovljivost pa se malo zniza, a je e vedno

izkoristke in najboljse ponovljivosti, kar je prikazano na sliki 13. Z izvedbo poizkusa smo

torej dokazali, da je metoda primerna za vrednotenje Sirokega razpona koncentracij

u¢inkovin v vzorcu.
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120,0
100,0 T T |
80,0
60,0
40,0
20,0

0,0

8 ng/L 40 ng/L 400 ng/L

B Povprecni relativni
izkoristek (%)

Povpre¢ni RSD (%) 8,0 6,9 4,0

81,0 81,8 91,7

Slika 13: Vplivi koncentracij u¢inkovin na relativni izkoristek in vrednost RSD (n =
39).

4.2.1.10 Volumen injiciranja vzorca na masnem spektrometru

Preverili smo tudi razlicne volumne injiciranja vzorca na LC-MS/MS. Vzorec smo
pripravili tako, kot je opisano v poglavju 3.2.5.1, in ga enkrat ekstrahirali skladno z
razvitim postopkom SPE (poglavje 3.2.6). Isti vzorec smo analizirali s $tirimi razli¢nimi
volumni injiciranja: 1 pL, 1,5 uL, 2 pL in 2,5 pL. Iz odzivov smo izracunali
determinacijski koeficient, ki je bil za 88 % ucinkovin vis§ji od 0,99 (preglednica XVI).
Visina odziva vzorca je z volumnom injiciranja pri¢akovano linearno rastla. Pri injiciranem
volumnu 2,5 uL pa so se kromatografski vrhovi polarnih uéinkovin, ki se prve eluirajo,
popacili. Vzrok za to je zelo razli¢na zafetna sestava mobilne faze in topila, v katerem je
bil vzorec raztopljen. Za optimalen volumen injiciranja vzorca smo tako izbrali 2 pL, sgj

smo z njim zagotovili visok odziv in lepe kromatografske vrhove.

Preglednica XVI: Linearnost injiciranja razli¢nih volumnov vzorcev: 1 puL, 1,5 pL, 2
pL in 2,5 pLL na LC-MS/MS.

Utinkovine R’ bisoprolol 0,9922
amantadin 0,9741 ciprofloksacin 0,9999
antipirin 0,9999 diazepam 0,9947
atenolol 0,9319 diklofenak 0,9998
atorvastatin 0,9984 escitalopram 0,9992
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feksofenadin 0,9969 okskarbazepin 0,9970
furosemid 0,9998 pantoprazol 0,9951
gabapentin 0,9875 paracetamol 0,9947
gemfibrozil 0,9956 paroksetin 0,9997
irbesartan 0,9989 primidon 0,9997
karbamazepin 0,9984 propifenazon 0,9999
klaritromicin 0,9930 propranolol 0,9997
kofein 0,9900 ranitidin 0,9920
lakozamid 0,9996 rosuvastatin 0,9998
lamotrigin 0,9932 sertralin 0,9957
levetiracetam 0,9972 sulfametoksazol 0,9924
likarbazepin 0,9983 teofilin 0,9981
metformin 0,9268 tramadol 0,9983
metoprolol 0,9924 trimetoprim 0,9988
naproksen 0,9970 valsartan 0,9967
norfloksacin 0,9726 venlafaksin 0,9997
oksazepam 0,9994

4.3 Vrednotenje razvite metode za analizo povrsinskih voda

Cilj vrednotenja analizne metode je prikazati njeno primernost za naértovane poskuse. TO
je proces, s katerim dokazemo, da so pridobljeni rezultati z novo razvito metodo to¢ni in
ponovljivi. Ovrednotili smo ponovljivost nove metode ter njeno to¢nost, linearnost, mejo
dolocitve, obmocje in izkoristek (52). Rezultati so predstavljeni v preglednici XVII, opis

postopka vrednotenja pa smo opisali v poglavju 3.2.7.

+ Delovno obmocje metode, njena linearnost in meja dolocitve
Koncentracijsko obmocje, znotraj katerega je metoda natancna, to¢na in linearna,
imenujemo delovno obmocje metode. Spodnja meja delovnega obmocja metode je LOQ.
To je najnizja koncentracija, pri kateri lahko analit Se kvantitativno opredelimo. Za izbrane
uéinkovine smo LOQ dolo¢ili skladno s postopkom, opisanem v poglavju 3.2.7. Delovna
obmoc¢ja metode SO se zaradi velikega nabora razlicnih ucinkovin med seboj zelo

razlikovale. Vecina je imela vrednosti LOQ v nizkem koncentracijskem obmocju (ng/L);
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48 % ucinkovin je imelo vrednost LOQ < 1 ng/L, 23 % 1-5 ng/L, 29 % pa 5-100 ng/L
(preglednica XVI1I). Najvisje vrednosti LOQ so imeli, zaradi slabe ponovljivosti pri nizjih
koncentracijah, atorvastatin in nifedipin (100 ng/L) ter metformin in pantoprazol (160
ng/L).

Linearnost je sposobnost analizne metode, da v dolo¢enem koncentracijskem obmocju daje
rezultate, ki so premo sorazmerni koncentraciji merjenega analita v vzorcu. Linearnost
razvite metode smo vrednotili za vse ucinkovine v enako Sirokem koncentracijskem
obmocju, ki smo ga prilagodili glede na njihove odzive na aparatu LC-MS/MS. Za
ucinkovine s FPK 1 je bilo to obmoc¢je 8-1.600 ng/L. Linearnost smo opredelili z
determinacijskim koeficientom R?, ki smo ga izracunali za delovno obmog&je. Mejo smo
postavili na R?> 0,99. Metoda za merjenje koncentracij u¢inkovin v povrinskih vodah je
bila linearna za kar 40 uginkovin, le vrednosti R? azitromicina, atorvastatina, nifedipina in

propifenazona niso zadoscale kriteriju za linearnost (preglednica XVII).

% Ponovljivost
Ponovljivost je definirana kot natan¢nost analizne metode, ki jo v krajSem casovnem
intervalu veckrat izvedemo pod istimi analiznimi pogoji. Preverjali smo znotrajdnevno in
meddnevno stopnjo ujemanja rezultatov vzorca z najvi$jo koncentracijo, ki smo ga
pripravili trikrat v treh paralelkah. Ponovljivost smo podali v obliki RSD, ki smo jih
izracunali iz rezultatov, pri ¢emer smo kot mejni Kriterij postavili vrednost RSD <15 %.
Rezultati so predstavljeni v preglednici XVII. Kar 40 ucinkovin je imelo vrednosti
meddnevnih RSD manjse od 7 %, 3 ucinkovine <13 %, nifedipin vrednost 15,9 %.
Znotrajdnevne vrednosti RSD so bile pri 43 u¢inkovinah <9 %, najvi$jo pa smo zabelezili
v primeru pantoprazola, in sicer 17,8 % Ker sta imeli samo dve ucinkovini previsoko

vednost RSD, sklepamo, da je ponovljivost metode zelo dobra.

% Tocnost
To¢nost metode podajamo kot stopnjo ujemanja izraGunane in dejanske koncentracije
analita v merjenem vzorcu. Za izraGun smo uporabili vzorce s koncentracijo 1.200 ng/L, Ki
smo jih pripravili po postopku, predstavljenem v preglednici XII (poglavje 3.2.7). Za
izracune smo uporabili enacbo 6 in postavili kriterij za to¢nost na £25 %. Rezultati v
preglednici XVII kazejo, da smo pri kar 84 % ucinkovinah dobili ustrezno to¢nost.

Najvecje odstopanje smo opazili pri azitromicinu, klaritromicinu in atorvastatinu. Nasemu
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kriteriju pa niso ustrezali se propifenazon, ranitidin, rosuvastatin in sulfametoksazol. 100-

odstotno tocnost pa je izkazal tramadol.

¢ lzkoristek ekstrakcije
Izkoristek ekstrakcije smo izracunali z ena¢bo 3. Uporabili smo vzorec s koncentracijo
1.200 ng/L, ki smo ga pripravili za vrednotenje ponovljivosti. Izkoristek predstavlja delez
spojine, ki smo jo uspeli ekstrahirati. Uspelo nam je ekstrahirati 43 spojin, z izjemo
metformina, ki je imel izkoristek 0,3 %. Nizek izkoristek (<20 %) so imele polarne
ucinkovine amantadin, atenolol, atorvastatin, gabapentin, levetiracetam in ranitidin. Pri 28
ucinkovinah pa so bili izkoristki med 80 in 120 % (preglednica XVII). Najvisji izkoristek

je izkazal propifenazon, in sicer zaradi kontaminacije sistema s to ué¢inkovino.
s Vpliv ozadja

Okoljski vzorci vsebujejo poleg iskanih u¢inkovin $e veliko Stevilo komponent, ki lahko
vplivajo na ionizacijo analitov ter tako ojacijo ali oslabijo signal. Ko je vrednost ME visja
od 100 %, pride do povisanega odziva na LC-MS/MS, in obratno, odziv je nizji pri
vrednostih ME < 100 %. Vpliv ozadja smo vrednotili tako, kot je opisano v poglavju 3.2.7
na vzorcu iz reke Ledave. Rezultate, ki so navedeni v preglednici XVII, smo izra¢unali S
pomocjo enacbe 7. Vrednosti ME so bile za razli¢ne u¢inkovine zelo razli¢ne. V obmocju
100 + 20 % so jih izkazovale u¢inkovine atenolol, azitromicin, gabapentin, oksazepam,
propifenazon, rosuvastatin in tramadol. Najvecji vpliv je imelo ozadje na karbamazepin.
Pri veéini ucinkovin je ozadje signal zmanjsalo, ta pa se je povecal le pri irbesartanu in
metforminu. Z upostevanjem izotopsko oznacenih internih standardov se je vpliv ozadja
bistveno zmanjsal. Znotraj obmocja je bilo tako kar 57 % ucinkovin. UpoStevanje
omenjenih standardov je najmanj zmanjSalo vpliv ozadja v primeru pantoprazola,

paracetamola in lamotrigina.
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Preglednica XVI1I: Validacijski parametri analizne metode za ekstrakcijo u¢inkovin iz povrsinskih voda.

Uc¢inkovina Izkoristek Ponovljivost ] LOQ Obmotje ME (%)

pric=1,2 RSD (%) TOEHOSt (ng/L-) linearnosti R? Regresijska premica | FPK

ng/L (%) | zD | MD (%) (ng/L) — | z1s
amantadin 18,1 88 | 7,0 106,3 | 0,59 0,59-79 0,9999 | y=27433x+3.627,0 | 0,049 | 52,5 | 68,3
antipirin 96,8 3,5 1,6 96,3 0,32 0,32-64 0,9998 y=2.786,4x + 988,06 |0,040| 619 | 72,3
atenolol 9,4 6,5 6,6 110,5 80 80-1.600 0,9997 y =5.620,8x + 3.631,6 | 1,000 90,3 | 92,4
atorvastatin 14,4 06 | 41 65,9 100 100-400 | 0,9607 | y=8.384,7x—2.870,0 |[0,250 | 29,8 | 96,3
azitromicin 115,0 1,2 3,3 44,3 50 50-200 0,9339 y =1.118,6x + 115.569 | 0,125 | 105,8 | 102,6
bisoprolol 109,9 01 | 17 83,5 0,16 0,16-32 0,9999 y =5.487,7x + 224,80 | 0,020 | 67,7 | 95,5
ciprofloksacin 127,0 1,6 1,1 97,0 0,80 0,80-160 0,9998 y=8.824,6x-1.712,1 | 0,100 | 24,4 | 80,1
diazepam 108,5 4,9 2,3 100,7 0,40 0,40-80 0,9997 y =5.803,2x + 2.585,9 (0,050 | 36,3 | 101,4
diklofenak 115,6 23 | 08 101,0 1,6 1,60-320 | 0,9995 y=4.483,2x +18.623 [ 0,200 | 42,2 | 98,3
escitalopram 101,2 0,3 1,7 101,2 0,08 0,08-16 0,9997 y=4.822,2x—-1.2434 |0,010| 52,5 | 74,1
feksofenadin 104,6 15 | 25 92,3 0,16 0,16-32 0,9996 y =5.626,0x + 223,96 | 0,020 [ 76,5 | 80,6
furosemid 95,0 03 | 18 82,2 8,0 | 8,0-1.600 | 0,9999 y =6.871,5x + 135,01 | 1,000 | 61,7 | 66,1
gabapentin 2,6 46 | 25 109,6 40 40-8.000 | 0,9998 y =4.518,0x + 412,14 |[5,000 | 81,6 | 84,2
gemfibrozil 119,2 21 | 35 99,4 4,0 4,0-800 0,9986 y =10.176x - 1.265,2 | 0,500 [ 60,6 | 75,2
irbesartan 93,3 2,7 2,8 82,2 0,03 0,03-6,4 0,9994 y =2.204,3x—-26,173 | 0,004 | 121,0 | 1151
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karbamazepin 107,5 09 | 03 99,8 0,16 0,16-32 0,9997 | y=4.3150x+1.559,0 (0,020 20,5 | 99,1
klaritromicin 137,9 20 | 35 65,5 0,16 | 0,16-3,2 | 0,9992 | y=1.014,2x+1.639,6 |0,002| 63,2 | 84,2
kofein 105,2 18 | 47 107,7 | 0,48 0,48-64 0,9998 y =3.975,3x +10.059 | 0,040 | 32,2 | 77,2
lakozamid 106,6 1,0 | 4,0 112,8 40 40-800 0,9964 y=8.691,7x +24.722 [ 0,500 | 47,8 | 75,9
lamotrigin 97,2 01 [ 20 109,0 1,60 | 1,60-320 | 0,9980 | y=4.140,7x+1.817,2 |0,200| 35,2 | 55,1
levetiracetam 6,7 7,0 6,0 115,9 32 32-6.400 | 0,9999 y =3.622,2x + 904,89 |4,000 | 44,8 | 74,9
likarbazepin 113,5 45 | 6,6 101,5 4,0 4,0-80 0,9980 | y=5.369,56x +5.4756 | 0,050 | 73,9 | 84,1
metformin 0,3 02 | 52 97,8 160 | 160-3.200 | 0,9999 y =706,47x + 10.907 | 2,000 | 125,9 | 117,8
metoprolol 105,0 02 | 05 102,4 | 0,40 0,40-80 0,9999 y =5.107,5x — 131,00 | 0,050 | 51,3 | 96,1
naproksen 112,1 30 | 31 93,3 16 16-3.200 | 0,9970 y =4.238,6x —1318,3 | 2,000 [ 68,0 | 83,2
nifedipin 115,3 32 | 159 88,2 100 100400 | 0,9545 | y=3.2143x+5.9754 |0,250| 53,3 | 62,4
norfloksacin 137,0 12 | 29 1016 | 0,80 | 0,80-160 | 0,9992 | y=9.477,2x +2.769,8 |0,100| 33,1 | 934
oksakarbazepin 89,1 0,7 | 87 96,7 1,60 | 1,60-320 | 0,9995 y=4.770,9x — 628,85 |0,200 | 68,2 | 93,2
oksazepam 112,6 33 | 09 99,7 0,40 0,40-80 0,9998 y =3.886,3x + 404,81 [ 0,050 [ 86,8 | 95,1
pantoprazol 35,2 17,8 | 12,4 81,1 160 | 160-3.200 | 1,0000 y =6.068,8x + 6334,0 |[2,000 | 22,7 | 61,0
paracetamol 23,8 64 | 46 109,8 6,4 6,4-128 1,0000 | y=2.901,2x +5.411,1 |0,080| 22,2 | 56,1
paroksetin 75,3 28 | 16 83,6 0,64 0,64-13 0,9994 y=577,73x + 742,91 | 0,008 | 43,4 | 68,8
primidon 107,1 0,2 1,2 101,4 3,2 3,2-640 0,9997 y =5.062,8x + 977,33 | 0,400 | 38,7 | 66,2
propifenazon* 165,6 0,6 3,3 109,3 4 4-16 0,9543 | y=-2.374,0x +23.1209 | 0,028 | 104,1 | 101,7
propranolol 108,7 1,3 3,5 96,2 0,22 0,22-45 0,9976 y =1.875,7x +23.531 |0,010 | 57,7 | 79,2
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ranitidin 3,0 7,8 8,5 126,4 21 21-1.715 | 0,9994 y=7.690,5x-12.959 |1,072| 73,3 | 86,3
rosuvastatin 108,3 2,4 3,1 72,4 1,6 1,6-331 0,9995 y =5.012,5x + 206,93 | 0,207 | 109,3 | 102,9
sertralin 103,9 0,9 1,9 98,8 0,08 0,08-16 0,9994 y=2421,4x+702,06 |0,010| 68,2 | 89,1
sulfametoksazol 42,6 7,1 4,8 70,9 4,0 4,0-320 0,9998 y =733,08x + 1.069,8 | 0,200 [ 40,4 | 64,5
teofilin 63,6 1,7 3.9 109,8 3,2 3,2-640 0,9999 y=2.811,6x +2.340,8 |[0,400| 47,6 | 69,7
tramadol 104,4 0,4 1,3 100,0 0,18 0,18-36 0,9997 y =5.646,9x - 174,84 (0,023 | 92,4 | 95,6
trimetoprim 96,6 1,4 2,0 98,2 0,40 0,40-80 0,9998 y =5.132,5x + 220,65 | 0,050 [ 59,2 | 87,8
valsartan 81,7 0,7 3,2 83,9 0,80 | 0,80-160 | 0,9999 y =6.995,0x —2.255,0 |0,100 | 43,0 | 69,8
venlafaksin 110,1 11 2,1 103,2 0,08 0,08-16 0,9999 y =6.122,2x + 860,70 | 0,010 | 22,1 | 65,1

Legenda: * (zaradi visokega odziva ozadja na LC-MS/MS izra¢unana vrednost ni relevantna.), ZD (znotrajdnevna ponovljivost), MD

(meddnevna ponovljivost), FPK (faktor prilagoditve koncentracije)
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4.4 Prisotnost u¢inkovin v vzorcih slovenskih povrSinskih voda

Poleg razvoja in vrednotenja metode je eden izmed glavnih ciljev tudi njena uporaba za

analizo realnih vzorcih. Vzorce povrSinskih voda, ki so nasteti v preglednici XIII, smo

pripravili po optimiziranem postopku (poglavje 3.2.6), izmerjene koncentracije pa so smo

izra¢unali z ena¢bo 9.

Rezultati analize realnih vzorcev so zbrani v preglednici XVIII.

Preglednica XVI11: Rezultati analize vzorcev povrsinskih voda.

Vzoree Kokra Paka Savinja | Savinja | Ledava ij;izlisrlso
Utinkovina (ng/L) (ng/L) 1(ng/L) | 2(ng/L) (ng/L) (ng/L)
amantadin + + + + 0,92 +
antipirin / + / / + /
atenolol + + + + + +
atorvastatin + + + + + +
azitromicin + + + + + +
bisoprolol + 1,29 + + 0,61 +
ciprofloksacin / + + + + +
diazepam + + + + + +
diklofenak + + + + + +
escitalopram + + + + 0,42 +
feksofenadin 0,59 + + + 0,60 +
furosemid + + + + + +
gabapentin / 44,57 + + + /
gemfibrozil / + + + + +
irbesartan 0,27 4,64 0,81 0,62 9,33 0,15
karbamazepin 0,45 + / + 8,54 0,17
klaritromicin + + + + + +
kofein 1,37 1,66 2,75 3,06 2,10 1,06
lakozamid / / / / / /
lamotrigin + + + + 3,04 +
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levetiracetam + + / / + +
likarbazepin + + + + + +
metformin + + + + + +
metoprolol + + + + + +
naproksen + + + + + +
nifedipin / + + + + +
norfloksacin + + + + + +
oksazepam + + + + 0,43 +
okskarbazepin / 3,46 + + 6,21 +
pantoprazol + + + + + +
paracetamol / + + + + +
paroksetin + + + + + +
primidon / + + + + +
propifenazon + + + / + +
propranolol + + / / + +
ranitidin + + + + + /
rosuvastatin + 2,81 + + + +
sertralin + + + + 0,24 +
sulfametoksazol 6,25 + / / 11,80 1,12
teofilin 4,12 + + + 4,06 +
tramadol 0,45 2,04 + + 18,56 0,23
trimetoprim + + + + + +
valsartan 2,56 47,23 3,76 5,01 8,39 0,78
venlafaksin + 1,02 + 0,09 3,01 0,08

Legenda: / (pod LOD), + (prisoten, a pod LOQ)
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Slika 14: Grafi¢ni prikaz pogostosti prisotnosti ucinkovin v vzorcih izbranih

slovenskih povrSinskih voda.

Pred vsako analizo vzorca smo po enakem postopku analizirali tudi slepi vzorec.
Potrebovali smo ga za dodatno prilagoditev vrednosti LOD zaradi morebitne kontaminacije
sistema z analiti. Vrednost LOD smo definirali kot razmerje odzivov med realnim in
slepim vzorcem, v naSem primeru je bilo to ve¢ kot 4 : 1. V vzorcu rek Ledava in Paka so
imele vse analizirane u¢inkovine to razmerje nad postavljeno mejo, v ostalih vzorcih pa je
bilo prisotnih nekaj ucinkovin z nizjimi razmerji (najpogosteje antipirin, lakozamid in

levetiracetam).

Lakozamida nismo zaznali v nobenem vzorcu. Ostale u¢inkovine smo zaznali v vsaj §tirih

vzorcih, razen antipirina, ki smo ga zaznali v dveh.

Kvantitativno smo lahko ovrednotili le tiste u¢inkovine, ki so imele izmerjene vrednosti
nad LOQ. Dobljene rezultate smo primerjali z vrednostmi LOQ, ki smo jih pridobili tekom
vrednotenja metode. U¢inkovine, ki so imele izmerjene vrednosti visje od LOQ, smo

uspeli zanesljivo kvantificirati. Izmed 44 smo jih lahko kvantificirali 18.

Razmerja med izmerjenimi, zaznanimi in nezaznanimi uc¢inkovinami so prikazana na sliki
14. Najve¢ ucinkovin z vrednostmi nad LOQ smo nasli v Ledavi, Paki in Kokri, in sicer
16, 9 in 8. V vseh 6 preiskovanih vzorcih smo kvantificirali irbesartan (najmanj 0,15 ng/L

v Zbiljskem jezeru in najve¢ 9,33 ng/L v Ledavi), kofein (najmanj 1,06 ng/L v Zbiljskem
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jezeru in najve¢ 3,06 v vzorcu Savinja 2) in valsartan (najmanj 0,78 ng/L v Zbiljskem

jezeru in najvec 47,23 ng/L v Paki).

V vzorcu iz Zbiljskega jezera smo izmerili zelo nizke vrednosti u¢inkovin. Najnizja je bila

koncentracija venlafaksina (0,08 ng/L), najvisja pa kofeina (1,06 ng/L).

v

gabapentin (44,57 ng/L) in valsartan (47,23 ng/L). Visoke koncentracije u¢inkovin Smo
zaznali tudi v vzorcu reke Ledave, v kateri smo jih tudi najve¢ kvantificirali. Najvec je bilo
tramadola (18,56 ng/L) in sulfametoksazola (11,80 ng/L).

V primerjavi z objavljenimi rezultati v strokovni literaturi je bila pojavnost karbamazepina
v odvzetih vzorcih nasih povrsinskih voda nizka. Izmerili so ga v intervalu od 1 do 3.240
ng/L (18, 19, 21-27), medtem ko ga je bilo v nasih vzorcih le 0,45 do 8,54 ng/L. Prisotnost
paracetamola smo v nasih vzorcih samo zaznali (<6,4 ng/L), medtem ko porocajo, da so
njegove koncentracije v okolju lahko zelo visoke, do 2.382 ng/L (18, 19, 21, 23, 25, 26). V
primerjavi s podatki, navedenimi v preglednici | sta bila kofein in tramadol v nasih vzorcih
prisotna v veliko niZjih koncentracijah. Njune najvisje izmerjene koncentracije, navedene v
literaturi so 33.200 ng/L (kofein) in 7.731 ng/L (tramadol) (18, 19, 21, 26, 27), medtem ko
smo v nas$ih vzorcih izmerili najve¢ 3,06 ng/L kofeina in 18,56 ng/L tramadola. Podatkov o
irbesartanu, ki smo ga v vseh vzorcih izmerili v koncentracijah od 0,15 do 9,33 ng/L, pa v
razpolozljivi literaturi nismo nasli. Trimetoprim se pogosto pojavlja v koncentracijah do
290 ng/L (18, 19, 21, 22, 25, 26), v naSih vzorcih pa smo ga le zaznali (<0,4 ng/L).
Koncentracije azitromicina, ciprofloksacina, gemfibrozila, naproksena in norfloksacina v
povrsinskih vodah lahko, glede na podatke v literaturi, dosezejo tudi do nekaj 100 ng/L
(19, 22-27). V vzorcih izbranih slovenskih povrsinskih voda pa smo jih le zaznali, saj so

bile njihove koncentracije pod mejo dolo¢itve.

Ce torej primerjamo slovenske in povrsinske vode drugod po svetu, opazimo, da je njihova
obremenjenost z razli¢nimi ucinkovinami razmeroma nizka. Nobena izmerjena vrednost
namre¢ ni presegla 50 ng/L, zelo veliko analiziranih u¢inkovin pa je bilo pod mejo
zaznave. Ugotovili smo tudi, da so koncentracije uc¢inkovin tako v slovenskih kot v jezerih

drugod po svetu nizje od tistih, izmerjenih v rekah.
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5 ZAKLJUCEK

V magistrski nalogi smo se osredotocili na razvoj in optimizacijo postopka ekstrakcije 44
izbranih ucinkovin iz vzorcev povrsinskih voda. Eden izmed glavnih ciljev naloge je bil

uporaba nove metode na realnih vzorcih, odvzetih iz izbranih slovenskih rek in jezera.

Najprej smo spremljali pojavnost 111 ucinkovin v §tirih vzorcih odpadnih voda, odvzetih
na iztokih cistilnih naprav. Te vzorce smo ovrednotili z metodo SPE-DEX, predhodno
razvito v laboratorijih Katedre za biofarmacijo in farmakokinetiko Fakultete za Farmacijo
v Ljubljani. Priblizno tretjina analiziranih u¢inkovin v posameznem vzorcu je bila pod
mejo zaznave, najve¢ kvantificiranih u¢inkovin pa je bilo v koncentracijskem razponu od
10 do 100 ng/L. Izbrali smo tiste ucinkovine, katerih koncentracija je bila visja od 100
ng/L, saj zanje obstaja ve¢ja moznost, da jih bomo nasli tudi v povrSinskih vodah. K 41 na
ta nacin izbranim u¢inkovinam smo po pregledu strokovne literature dodali Se 3. Izbrane
ucinkovine, za katere smo se odlo¢ili razviti novo analizno metodo, spadajo v razli¢ne

terapevtske skupine in imajo razli¢ne fizikalno-kemijske lastnosti.

Tekom razvoja metode ekstrakcije u€inkovin iz povrSinskih voda smo preverjali razli¢ne
parametre: elucijska topila, izbor trdnih nosilcev za ekstrakcijo, vplive pH vzorcev in
volumnov njihovega nanosa, vplive koncentracij uc¢inkovin v vzorcu, volumne topila za
raztapljanje suhega zaostanka in volumne injiciranja vzorca na LC-MS/MS. Optimizirani
metodi po ekstrakciji vzorca na trdnem nosilcu je sledila instrumentalna analiza z LC-
MS/MS.

Metodo smo natan¢no ovrednotili in ji doloc¢ili obmog¢je linearnosti v koncentracijskem
razponu ucinkovin od 8 do 1.600 ng/L (glede na faktor prilagoditve koncentracije 1).
Ponovljivost nase metode je bila dobra, saj so imeli rezultati meritev vseh ucinkovin, z
izjemo nifedipina, relativni standardni odklon <13 %. Izkoristki ekstrakcije so se gibali od
0,3 % pa vse do 137,9 %. Meja doloCitve je bila za vecino ucinkovin v nizkem
koncentracijskem obmocju (ng/L) in le za stiri med njimi nad 100 ng/L. Vpliv ozadja je
bilo prisotno pri meritvah vecine udinkovin in je povzroc¢alo zmanjsanje detekcijskih
signalov. Z uporabo izotopsko oznacenih internih standardov pa smo te negativne vplive v

veCini primerov uspeli bistveno zmanjsati.
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Novo, optimizirano metodo smo nato uporabili za ugotavljanje prisotnosti in koncentracij
izbranih ucinkovin v vzorcih rek Kokre, Pake, Ledave, Savinje in v vzorcu Zbiljskega
jezera. Zaznali smo 43 od 44 iskanih u¢inkovin in uspesno izmerili koncentracije 18 med
njimi (vrednosti nad LOQ). Najve¢ smo jih uspeli kvantitativno ovrednotiti v vzorcu reke
Ledave. Irbesartan, kofein in valsartan so bili v vseh vzorcih prisotni nad vrednostmi LOQ.
Najnizja izmerjena koncentracija je bila 0,08 ng/L za venlafaksin v vzorcu Zbiljskega

jezera, najvisja, 47,23 ng/L za valsartan pa v vzorcu reke Pake.

Razvili in optimizirali smo metodo, s katero lahko v povrSinskih vodah zaznamo in
izmerimo koncentracije 44 uc¢inkovin iz razli¢nih terapevtskih skupin. Poznavanje to¢nih
vrednosti ucinkovin v okolju bo vse bolj pomembno za ekotoksikoloske Studije in
spremljanje onesnazenosti okolja. Z naSo metodo smo tako sposobni zaznati ne le
najpogostejSe farmacevtike, temvec tudi tiste, ki so jih do sedaj le redko merili, zato je
njihov vpliv na okolje le malo znan. Onesnazenost slovenskih rek je v primerjavi z rekami
drugod po svetu $e razmeroma nizka, vendar pa se moramo zavedati, da se lahko to stanje

zaradi vedno vecje uporabe zdravil spremeni.
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