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POVZETEK

Zdravilne u¢inkovine spadajo v razred novih okoljskih onesnazil zaradi njihovega konstantnega
spros¢anja v okolje in morebitnega vpliva na vodne organizme. V magistrski nalogi smo
ugotavljali prisotnost izbranih uc¢inkovin na vtoku in iztoku Centralne ¢istilne naprave Sevnica
v treh ¢asovnih tockah vzorCenja: marca, junija in decembra 2015. Izbrane ucinkovine Vv
odpadni vodi smo vrednotili z delno avtomatizirano metodo ekstrakcije na trdnem nosilcu
(SPE-DEX), ki ji je sledila analiza z tekoc¢insko kromatografijo sklopljeno z masno
spektrometrijo (LC-MS/MS). Na vtoku smo tako junija kot tudi decembra ugotovili prisotnost
ve¢ kot 30% v analizo vkljucenih u¢inkovin v razlicnem koncentracijskem obmocju. Na iztoku

ey

koncentraciji prisoten tramadol (> 1 pg/L).

Osrednji cilj magistrske naloge je bil razviti enostavno metodo za ekstrakcijo uc¢inkovin iz rib.
Rezultati marcevskega vzorcenja so bili osnova za izbor uc¢inkovin, ki smo jih vkljucili v razvoj
metode za merjenje izbranih koncentracij v ribjem tkivu. V obzir smo tudi fizikalno-kemijske
lastnosti izbranih ucinkovin in njihovo sposobnost biokopi¢enja. Za analizo smo izbrali
naslednje ucinkovine: atorvastatin, dezipramin, diklofenak, irbesartan, karbamazepin,
naproksen, risperidon, simvastatin, tramadol, triklosan in valsartan. Pri vrednotenju metode za
ekstrakcijo u¢inkovin iz rib smo uporabili vzorce misi¢nega tkiva. Razvita metoda temelji na
homogenizaciji tkiva z nerjave¢imi jeklenimi kroglicami, ki ji sledi ekstrakcija z acetonitrilom,
centrifugiranje in ¢is¢enje vzorca z ekstrakcijo na trdnem nosilcu (SPE). Instrumentalno analizo
smo izvedli z LC-MS/MS. Najvisje in najbolj ponovljive izkoristke smo dobili, ¢e smo
supernatant pred SPE red¢ili do 25 mL s 50 mM fosfatnim pufrom, uravnanim na pH 7. Metodo
smo validirali in dolocili obmo¢je linearnosti, ki je bilo v razponu od 0,1 — 1000 ng/g tkiva,
odvisno od posamezne uc¢inkovine. Meje dolocitve so bile v razponu od 0,1 — 10 ng/g tkiva, le
za naproksen je bila ta meja vi§ja. Ponovljivost metode je bila dobra, saj so bili relativni
standardni odkloni pri vseh u¢inkovinah nizji od 7,5%. Izkoristki ekstrakcije so bili v obmocju
med 24,0 in 108,5%. Metodo smo uporabili za ugotavljanje izbranih u¢inkovinah v ribah iz
Save in ribogojnice. Analizirali smo posamezna ribja tkiva in sicer misice, jetra, ledvica, kozo
in Skrge. Rezultati so pokazali, da sta v nekaterih vzorcih prisotna karbamazepin in tramadol,

vendar sta oba pod mejo dolocitve.

Kljuéne besede: odpadna voda, ekstrakcija, zdravilne ucinkovine, ribe, LC-MSIMS

\
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ABSTRACT

Pharmaceuticals are considered as emerging pollutants of particular concern due to their
continuous release into the environment and the potential impact on aquatic organisms. In this
master's thesis we performed a screening for pharmaceuticals in the wastewater of the
Wastewater Treatment Plant Sevnica in three samplings: March, June and December 2015. For
the screening of pharmaceuticals we used a semi-automated SPE-DEX method, followed by
LC-MS/MS analysis. We detected more than 30% of the monitored pharmaceuticals in different
concentration range. For most of the compounds, the concentrations in the effluent were lower.
Tramadol was present in the effluent at concentration above 1 pg/L, both in June and December

2015 samplings.

The main goal of the Master thesis was to develop a simple method for the extraction of selected
pharmaceuticals from fish tissue. The results of the occurrence of pharmaceuticals in the
effluent from the March 2015 sampling were used for the selection of the target compounds for
evaluation in fish tissue, where also the physico-chemical characteristics and the
bioaccumulation potential was also taken into account. We chose tramadol, risperidone,
desipramine, carbamazepine, irbesartan, naproxen, valsartan, atorvastatin, triclosan,
simvastatin and diclofenac. The method was optimized and validated on muscle tissue. The
developed method is based on the tissue homogenization with stainless steel beads, followed
by extraction with acetonitrile, centrifugation and sample clean-up with solid-phase extraction
(SPE). The instrumental analysis was performed with LC-MS/MS. The highest and the most
reproducible recoveries were observed for the samples that were diluted to 25 mL with 50 mM
phosphate buffer pH 7. The method was validated and the linearity range was established, which
was in the range of 0.1 — 1000 ng/g, depending of the compound. The recoveries for the target
pharmaceuticals were in the range of 24.0 — 108.5%, with good reproducibility as the relative
standard deviation values for all compounds were below 7.5%. Quantification limits for the
compounds were in the 0.1 — 10 ng/g range, except for naproxen. We applied the method to the
fish tissue samples from the river Sava and from the aquaculture establishment. We chose
muscle, liver, skin, kidney and gill tissue samples. The results showed presence of tramadol and

carbamazepine in some tissue, but the concentrations were below the limit of quantification.

Keywords: wastewater, extraction, pharmaceuticals, fish, LC-MS/MS

Vil
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1 UvOoD

Zdravilne ucinkovine spadajo v razred novih okoljskih onesnazil (angl. emerging
environmental contaminants), ki se jih uporablja tako v veterinarski in humani medicini [1].
Nova okoljska onesnazila predstavljajo spojine, ki se jih zaradi socioloskih in ekonomskih
sprememb v zadnjih desetletjih spros¢a v vodna telesa v znatnih koli¢inah ter predstavljajo
groznjo vodnim ekosistemom [2]. Zdravilne ucinkovine so spojine s farmakoloSkim
delovanjem, ki se vezejo na receptorje v telesu [1]. V tuji literaturi je pogosto mo¢ zaslediti
izraz »farmacevtiki« (angl. pharmaceuticals), ki zdruzuje ucinkovine, Ki se uporabljajo v
humani medicini in u¢inkovine, ki se uporabljajo v veterinarski medicini. V Sloveniji izraz Se
ni bil definiran v nobenem strokovnem slovarju. Farmacevtiki predstavljajo skupino spojin, Ki
nosijo farmakoloski u¢inek in se uporabljajo za izdelavo zdravil. Farmacevtiki imajo za razliko
od izraza zdravilna ucinkovina v povezavi z okoljem negativni prizvok, saj so to spojine, ki
lahko $kodujejo ne-tarénim organizmom. Ceprav so v okolju prisotne Ze ve¢ desetletij, so
njihove koncentracije v okolju zaceli spremljati Sele v zadnjih dveh desetletjih letih, k temu pa
je najbolj pripomogel napredek v razvoju analiznih tehnik (tekocinska kromatografija
sklopljena z masno spektrometrijo (LC-MS) ali tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS)
in plinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo (GC-MS) ali tandemsko masno
spektrometrijo (GC-MS/MS). Napredek v razvoju tehnik omogoca vrednotenje analitov v zelo
nizkem koncentracijskem obmocju (ng/L) v zelo kompleksnih vzorcih v trdnem ali teko¢em

stanju, na primer v odpadnih vodah ter v povrsinskih vodah in podtalnici [3].

Poraba zdravil je v Evropi zelo visoka in Evropska Komisija (EU) je leta 2015 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 katerega je uvrstila diklofenak, tri steroidne hormone (17-beta-estradiol, 17-alfa-
etinilestradiol in estron) ter tri makrolidne antibiotike (eritromicin, klaritromicin in azitromicin)
[4]. Pricakovati je, da se bo poraba zdravil v prihodnosti povecala zaradi vi§jega zivljenjskega
standarda in daljSe zivljenjske dobe ter veCanja Stevila starejSe populacije [5]. Koli¢ina
ucinkovin in njihovih bioaktivnih metabolitov, ki se pojavljajo v okolju, je nizka (najpogosteje
v ng/L koncentracijskem obmocju). Kljuéni problem ucinkovin je njihovo kontinuirano
spros¢anje v okolje, kar lahko negativno vpliva na prisotne vodne in kopenske organizme, Ki

so nizkim koncentracijam ucinkovin lahko izpostavljeni skozi celotno Zivljenjsko obdobje [6].
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1.1  POTI VNOSA UCINKOVIN V OKOLJE

Ucinkovine se po zauzitju izlocijo ali v nespremenjeni obliki ali pa kot metabolit in skozi
razli¢ne poti vstopijo v vodne ekosisteme [1]. Pri prepoznavanju poti vnosa ucinkovin pa je
potrebno lociti uc¢inkovine za humano uporabo in u¢inkovine, ki se uporabljajo v veterini [7].

Na sliki 1 je prikazano, kako u¢inkovine dosezZejo okolje.

Poti ucinkovin v okolje

| Uéinkovine v humani medicini ‘

Izloéanje . Ucinkovine v veterinarski medicini
e Odlaganje
Kanalizacija 1
¢ 1A o
Farmacija lelesa Zivali

Stranidta/ gospodinjski
pomivalna odpadki

Odlagaliscéa

'73 1 Iztrebki
|

Kmetijska zemljisca

/
Izcedki
odlagalisé

v 4 ; \\. Prehranjevalna |
Podtalnica veriga i
7

Akvakultura

Slika 1: Nacin vnosa ucinkovin v okolje (povzeto po [8]).

Ucinkovine SO po zauzitju izpostavljeni fizioloskim procesom absorpcije, metabolizma,
distribucije in izloCenja. Dolocen deleZ ucinkovin se izlo¢i v nespremenjeni obliki ali kot
aktivni metaboliti z urinom in/ali fecesom in tako vstopi v odpadne vode [9]. Vir vstopa
ucinkovin v okolje predstavljajo tudi bolni$ni¢ne in industrijske odpadne vode farmacevtskih

vvvvv

uc¢inkovine za humano uporabo in odpadna, neuporabljena zdravila [1].

Usodi u¢inkovin za humano uporabo in uc¢inkovin za veterinarsko uporabo sta po izlocanju z
urinom in/ali fecesom precej razli¢ni. Izlo¢ene uéinkovine za humano uporabo gredo skozi
komunalne &istilne naprave (CN) predno doseZejo reke in druge povriinske vode [9]. Pri
ucinkovinah, ki se jih uporablja v veterini, Zivinoreji in akvakulturi za terapevtske namene ali
kot promotorje rasti, obstaja vecja verjetnost, da bodo neposredno onesnazile zemljo in

podtalnico brez predhodne obdelave na CN [7, 9]. Neposreden vnos teh uginkovin v vodne
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ekosisteme je posledica akvakulture (ribogojnice), posredni vnos veterinarskih u¢inkovin pa je
posledica spiranja in pronicanja ostankov teh ucinkovin skozi polja in zaradi gnojenja polj s
hlevskim gnojem [11] ali z blatom iz CN [1]. Primarni viri u¢inkovin v povrinskih vodnih
telesih so komunalne CN, ki &istijo gospodinjske odpadne vode, odpadne vode iz bolni$nic in

odpadne vode proizvajalcev zdravil [10].

12 POJAVNOST RAZLICNIH TERAPEVTSKIH SKUPIN UCINKOVIN V
ODPADNIH VODAH

Zdravilne u¢inkovine so eden izmed najbolj pomembnih razredov novih okoljskih onesnazil.
Njihova pojavnost je bila zaznana v naravnih vodah, odpadnih vodah, sedimentih in blatu iz
CN. Natan¢na dologitev udinkovin, $e posebej v okoljskih vzorcih, lahko predstavlja analitsko
tezavo zaradi kompleksnosti matrice in njihove nizke koncentracije. Napredek v analiznih
tehnikah in metodah ekstrakcije, derivatizacije in ¢iS€enja vzorcev omogoca kvantifikacijo

analitov in njihovih metabolitov v ng/L koncentracijskem obmocju [12].

Ucinkovine so Siroka in strukturno izjemno razli¢na skupina spojin, ki imajo razli¢ne fizikalno-
kemijske lastnosti in namen uporabe. Khetan in Collins sta v svoji Studiji identificirala osem
terapevtskih skupin, ki so pomembne za pojavnost u¢inkovin za humano uporabo v vodnih
okoljih. Skupine, ki so okoljsko zanimive so: nesteroidni antirevmatiki (NSAIR), antagonisti
adrenergi¢nih receptorjev beta, antibiotiki, antiepileptiki, zdravila za znizevanje holesterola v

krvi, antidepresivi, hormoni in antihistaminiki [9].

Ceprav so farmacevtiki v okolju prisotni e ve¢ desetletij, so se s tem podro&jem intenzivno
zacCeli ukvarjati v zadnjih dvajsetih letih [1, 13-15]. Verlicchi in sod. so v studiji preverjali
prisotnost 118 ucinkovin, ki pripadajo 17 razli¢nim terapevtskim skupinam. Med njimi je bilo
23 spojin analgetikov/protivnetnih ucinkovin, 36 antibiotikov, deset ucinkovin, ki se
uporabljajo v psihiatriji, 12 antagonistov adrenergi¢nih receptorjev beta in tri u¢inkovine, ki se

uporabljajo za znizevanje krvnega pritiska [16].
1.2.1 Nesteroidni antirevmatiki (NSAIR)

NSAIR so skupina zdravil, ki se uporablja za zdravljenje vnetja in boleine ter zniZevanja
temperature (antipireti¢éno delovanje) [17]. So ena najbolj pomembnih terapevtskih skupin na
svetu z ocenjeno letno produkcijo ve¢ kiloton [18]. Med najbolj uporabljane NSAIR spadajo
ibuprofen in naproksen v ZDA ter diklofenak v Evropi [9]. Ibuprofen, naproksen, diklofenak in
nekatere njihove metabolite pogosto merijo tako v odpadnih kot tudi v povrsinskih vodah [1].
V VB so v iztoku CN nasli ibuprofen (263 ng/L), diklofenak (98 ng/L), ketoprofen (16 ng/L)

3
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in naproksen (370 ng/L). Dolocili so tudi druge analgetike (salicilna kislina (164 ng/L)
paracetamol (11,7 pg/L) in tramadol (43,8 pg/L)) [19]. Al Aukidy in sod. so vzor¢ili vodo iz
iztoka dveh CN v dolini Po na severu Italije. V iztoku CN so izmerili diklofenak v
koncentracijskem obmocju 223 — 800 ng/L, ketoprofen v obmocju do 23 ng/L in naproksen v
obmoc¢ju do 21 ng/L [20]. Razli¢ne NSAIR so zaznali tudi drugod po svetu. Srednja vrednost
paracetamola je v ZDA v iztoku CN znasala je 354 ng/L in 152 ng/L, v povrsinski vodi pa je
bila vrednost nizja (15 ng/L). Ibuprofen so dolo¢ili v koncentracijah 928 ng/L in 2,6 ug/L, v
preiskovani povrSinski vodi pa ga niso zaznali [21]. V Sloveniji so v povrSinskih vodah (reke)
vzoréili 16 vzorcev. V 11 vzorcih so dolocili naproksen (17-80 ng/L) in diklofenak (9-49 ng/L)
[22].

1.2.2 Antagonisti adrenergi¢nih receptorjev beta

Antagonisti adrenergi¢nih receptorjev beta predstavljajo eno izmed najpomembnejsih skupin
zdravil, ki se izdajajo na recept. Uporabljajo se v terapiji kardiovaskularnih bolezni, pri
zdravljenju visokega krvnega pritiska in srénih aritmij. U¢inkovine niso dolgo obstojne, a jih v
odpadnih vodah in povrsinskih vodah mnogokrat dolo¢ijo zaradi pogostosti uporabe [9]. V VB
so dolo¢ili atenolol, propranolol in metoprolol v vseh analiziranih vzorcih; tako v odpadnih
vodah kot v povrSinskih vodah, kar kaze na to, da u¢inkovitost procesov ¢iS¢enja odpadne vode
ni najbolj$a [19]. Gros in sodelavci (23) so v vzorcih iztoka petih CN na Hrvaskem zaznali
doloceni koncentraciji atenolola in sotalola pa sta bili 1150 ng/L (srednja koncentracija 400
ng/L) in 210 ng/L (srednja koncentracija 185 ng/L). Koncentracije atenolola in sotalola so bile
v nekaterih vzorcih pod mejo detekcije, metoprolol pa je bil v vseh vzorcih vtoka in iztoka
Cistilnih naprav pod mejo detekcije [23]. V Atenah so dolo¢ili propranol, metoprolol in atenolol
tako na vtoku kot na iztoku CN; najvisje koncentracije so se pojavile pri atenololu [24].

Atenolol se metabolizira v majhnem obsegu in se v enakem delezu izlo¢i z urinom in fecesom
[9].
1.2.3 Antibiotiki

Antibiotiki so v SirSem pomenu kemoterapevtska sredstva, ki inhibirajo ali unicijo rast
mikroorganizmov (bakterije, glive, protozoje). Pogosto citirana skrb glede pojava antibiotikov
v vodah je Sirjenje sevov bakterij, ki so odporne (rezistentne) na antibiotike. Genetska selekcija
odpornih bakterij je lahko ireverzibilna posledica, do katere pride predvidoma zaradi prisotnih

nizkih koncentracij razli¢nih antibiotikov, ki jih najdemo v vodah. Antibiotiki, ki so prisotni v
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kanalizacijskih iztokih, lahko potencialno negativno vplivajo na razgradnjo organskih delcev.
Mozen vpliv prisotnih antibiotikov je zmanjSanje raznovrstnosti bakterijske populacije, ki pa je
lahko razlog za manjS$o sposobnost biorazgradnje organskih delcev. Veéja kot je raznovrstnost

bakterijske populacije, vecja je verjetnost, da se bodo prisotne spojine biorazgradile [9, 25].

V Auvstraliji so ugotavljali prisotnost 28 razli¢nih antibiotikov. Na vtoku CN je bila najvisja
dolo¢ena koncentracija antibiotikov do 64 pg/L, prisotni pa so bili predvsem pB-laktami,
kinoloni in sulfonamidi. CN so bile u¢inkovite pri odstranjevanju antibiotikov iz odpadne vode,
saj je bila povpreéna stopnja odstranjevanja nad 80% za vse preiskovane antibiotike. Najvi§ja
maksimalna koncentracija antibiotika na iztoku CN je bila 3,4 pg/L (tilozin) [26]. Prav tako so
v CN v Italiji dologili koncentracijo ve¢ antibiotikov v razli¢nih koncentracijah. Antibiotiki, ki
so bili prisotni v vseh vzorcih so bili ciprofloksacin (27 — 514 ng/L), ofloksacin (150 — 1081
ng/L), sulfametoksazol (46 — 317 ng/L), eritromicin (9 — 53 ng/L), linkomicin (11 — 846 ng/L)
in spiramicin (1,4 — 161 ng/L) [27].

1.2.4 Spojine, ki delujejo na osrednji zivéni sistem (antidepresivi, antiepileptiki)

Ucinkovine, ki vplivajo na osrednji zivéni sistem, lahko selektivno delujejo na receptorje za
bolec¢ino, znizajo vrocino, uporabljajo pa se lahko tudi za zdravljenje depresije, manije ali
shizofrenije [9]. Karbamazepin je pomembna ucinkovina, ki se uporablja predvsem za
zdravljenje razli¢nih oblik epilepsije in je ena izmed najpogosteje prisotnih ucinkovin v
odpadnih vodah [6]. Dologili so ga v vzorcih odpadne vode CN v Italiji, ZDA, VB, Spaniji [19,
23, 27, 28]. Castiglioni in sod. so dolo¢ili karbamazepin v $estih od skupno osmih preiskovanih
CN. V ZDA so karbamazepin dolo¢ili v ve¢ kot 90% vzorcev, v koncentracijskem obmogju 33

1318 ng/L [28].

Najpogosteje predpisani antidepresivi so selektivni zaviralci ponovnega privzema serotonina
(SSRI), ki se uporabljajo za zdravljenje depresije, motenj hranjenja, anksioznosti in obsesivno-
kompulzivnih motenj [1]. Oliveira in sodelavci so analizirali odpadne vode §tirih CN, ki
prejemajo vode srednje velikih bolnisnic. V vzorcih iztoka CN so dolocili fluoksetin v
koncentracijah do 0,13 pg/L, sertralin do 0,08 pg/L in escitalopram do 0,16 pg/L. Dolo¢ili so
tudi antidepresiv venlafaksin, ki je zaviralec ponovnega privzema noradrenalina, v
koncentracijah do 0,55 pg/L [29].

1.2.5 Ucdinkovine za zmanjSevanje vsebnosti mascob in holesterola v krvi

Lipidne abnormalnosti so eden izmed kljuénih dejavnikov pri razvoju bolezni
kardiovaskularnega sistema. Studije so pokazale, da zmanj3anje koncentracij liporoteinov z
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nizko gostoto, ki prenasajo holesterol po krvi, lahko zniza pojavnost koronarnih srénih bolezni
pri Sirokem spektru pacientov. Klofibri¢na kislina je aktivni metabolit ve¢ pogosto uporabljanih
krvnih lipidnih regulatorjev in je ena izmed najpogosteje dolocevanih u¢inkovin v vodah [1, 9,
14]. V VB so v vzorcih iztoka dveh CN dolo¢ili klofibri¢no kislino, bezafibrat in simvastatin.
Na obeh CN je bila najvisja koncentracija u¢inkovine bezafibrat, maksimalna koncentracija pa
je znasala 667 ng/L [19]. V ZDA so v vzorcih iztoka CN, ki prejemajo odpadno vodo iz
bolnisnic, dolo¢ili gemfibrozil, ki spada v skupino v fibratov, v koncentracijah 0,23 — 0,84 ug/L.

Atorvastatin so zaznali v enem vzorcu iztoka CN s koncentracijo 0,07 pug/L [29].

1.3 VPLIV UCINKOVIN NA ORGANIZME

Stalno spro§¢anje udinkovin v okolje in nezmoznost popolne razgradnje uéinkovin s strani CN
poraja skrbi o moznih negativnih u¢inkih uc¢inkovin, predvsem na vodne ekosisteme. Zaradi
nepopolne razgradnje uc¢inkovin se le-te sproscajo v povrsinske vode, kjer so prisotne predvsem
v ng/L koncentracijskem obmocju. U¢inkovine ciljajo specifiéne metabolne in molekularne poti

pri ljudeh in zivalih. Ko preidejo v okolje, lahko uéinkujejo tudi na druge organizme [1, 2, 30].

Najvec objavljenih $tudij v povezavi s prisotnostjo u¢inkovin v organizmih se je osredotocilo
na vodne vretencarje, predvsem ribe. Ribe so prisotne v skoraj vseh vodnih ekosistemih in imajo
klju¢no vlogo v prehranjevalni verigi. Kljub nekaterim omejitvam, kot je visoka mobilnost, so
najbolj uporabljeni organizmi za izvajanje monitoringa v naravnih vodnih sistemih. Tudi drugi
organizmi (nevretencarji, alge) igrajo kritino vlogo v vodnih ekosistemih in imajo sposobnost
integracije hitrih okoljskih sprememb, kar validira njihovo pozicijo indikatorjev sprememb v
okolju [31]. Ena izmed prvih Studij, ki je potrdila prisotnost u¢inkovin v sladkovodnih ribah je
bila izvedena v ZDA, kjer dolocili fluoksetin, sertralin in njune metabolite v mozganih v
maksimalni koncentraciji 30 ng/g [32]. V preglednici | so podane koncentracije nekaterih

ucinkovin, ki so jih dolocili v razli¢nih tkivih rib.
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Preglednica |: Koncentracije nekaterih ucéinkovin, ki so jih dolocili v razli¢nih tkivih rib. (MDL = pod mejo zaznave metode, n.d. = ni doloéeno, LOQ = meja dolocitve

metode)

Ucinkovina W EIS Koncentracija Referenca

IBUPROFEN plazma 0,94 £ 0,31 pg/uL (33]

plazma 2,5-3,8 ng/mL [34]

plazma 1,74 £ 1,48 pg/uL [33]

DIKLOFENAK homogenat 8,8+0,5ng/gin4,1+0,9 ng/g [35]

plazma 0,15-0,83 ng/mL [34]

plazma 0,40 + 0,38 pg/uL [33]

homogenat 0,20 ng/g [36]

jetra 17,9+ 2,4 ng/g [35]

migice 0,83 -1,44 ng/g [37]

KARBAMAZEPIN plazma 0,030 - 0,055 ng/mL [34]

jetra <MDL-0,11 ng/g [34]

mozgani <MDL-0,11 ng/g [34]

file s kozo <MDL-2,3 ng/g [38]

jetra <MDL -6 ng/g [38]

GEMFIBROZIL plazma 0,35+ 0,31 pg/uL (33]

jetra n.d.—70 ng/g (38]

TRIKLOSAN plazma 0,98 + 0,04 pg/uL [33]

file s kozo <MDL [38]

KOFEIN homogenat 1,6 ng/g [36]

homogenat 0,55 ng/g [36]

miSice 32,01 £4,63 pg/gin 81,63 + 8,19 pg/g [39]

miSice 0,66 —1,32 ng/g [37]

migice 0,61-6,21 ng/g [40]

DIFENHIDRAMIN plazma 0,25-1,8 ng/mL [34]

jetra 6,5 — 64 ng/g (34]

mozgani 6,2—17 ng/g (34]

file s kozo <MDL-1,7 ng/g [38]

jetra <MDL-10 ng/g [38]

FLUOKSETIN miSice <L0Q-4,0+2,6 ng/g [41]

7




Jelena Topi¢

Magistrska naloga

jetra n.d. — 19 ng/g [38]

ATORVASTATIN Zol¢ nd.—2,1+2,5pug/L [41]
s0l¢ 0,30 + 0,02 pg/L — 0,44 £ 0,05 pg/L [41]

VENLAFAKSIN misice <L0OQ-17 £13 ng/g [41]
homogenat 0,6 +0,02 ng/g [35]

Sol¢ <L0Q—0,46 + 0,14 pg/L [41]

NORFLUOKSETIN misice 3,49-5,14 [37]
file s kozo <MDL-4,0 ng/g [38]

jetra 33-73ng/g [38]

s0l¢ 0,22 + 0,04 pg/L — 1,14 £ 0,33 pg/L [41]

misSice <L0Q-2,09+1,0 ng/g [41]

plazma 0,14 -0,51 ng/mL [34]

SERTRALIN jetra 1,0-7,9 ng/g [34]
mozgani 1,0-9,2 ng/g [34]

file s kozo <MDL - 11 ng/g [38]

jetra 21-381ng/g [38]

PAROKSETIN Zol¢ n.d.— 2,84 +1,96 pg/L [41]
miSice <L0OQ-0,40+ 0,30 ng/g [41]

miSice 2,04 £ 0,68 pg/gin 5,69 + 0,45 pg/g [39]

DILTIAZEM migice 0,11-0,27 ng/g [37]
file s koZo <MDL - 0,15 ng/g (38]

jetra <MDL-0,7 ng/g [38]

CITALOPRAM homogenat 0,8+0,1ng/g [35]
KARAZOLOL homogenat 3,8+0,7 ng/g [35]
SALBUTAMOL homogenat 2,6+0,3ng/g [35]
DIAZEPAM miSice 1,99 -16,57 ng/g [40]
plazma 2,0-4,7ng/g [34]

INDOMETACIN jetra 1,3-5,4ng/g [34]
mozgani 0,35-2,0 ng/g [34]

plazma 11-110 ng/mL (34]

TRIKLOSAN jetra 110 - 910 ng/g [34]
mozgani 13 -88 ng/g [34]
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1.4 EKOTOKSICNOST UCINKOVIN

Ekotoksicnost je lastnost snovi, ki lahko v ustrezni koncentraciji povzro¢i negativne ucinke na
okolje in organizme, ki ta okolja naseljujejo [42]. Ugotavljanje ekotoksi¢nosti u¢inkovin temelji
predvsem na standardiziranih akutnih testih toksi¢nosti (smernice OECD 209, 210, 211, 226,
232, 233 [43, 44]), ki uporabljajo organizme kot so alge, zivalski plankton, nevretencarje in
ribe [30]. Testiranje akutne toksi¢nosti se najpogosteje izvaja v kontroliranih laboratorijskih
pogojih, z uporabo posamezne spojine in dolocene indikatorske vrste. Najpogosteje se testiranja
izvajajo na vodnih bolhah (Daphnia magna) [45]. Evropska komisija je Kklasificirala spojine v
tri glavne kategorije. Spojine, pri katerih je ECso 10 — 100 mg/L so klasificirane kot skodljive,
spojine z ECso 1 — 10 mg/L toksi¢ne in spojine, pri katerih je ECso manjsi od 1 mg/L, kot zelo
toksi¢ne [46, 47]. NSAIR (paracetamol, ibuprofen, diklofenak in naproksen), u¢inkovine za
zmanjSevanje lipidov v krvi (bezafibrat in klofibri¢na kislina), karbamazepin in trimetoprim so
generalno klasificirani kot $kodljivi za vodne organizme. Ofloksacin, sulfametoksazol,
oksitetraciklin in eritromicin pa v ve¢ini padejo znotraj toksi¢nega obmocja za vodne organizme

[45].

Najbolj znan primer negativnega ucinka ucinkovin na populacijo zivali se je zgodil v Indiji in
Pakistanu. V letu 2004 je prislo do nenavadno velike smrtnosti v populaciji treh vrst jastrebov.
Jastrebi so se hranili z mrhovino Zivine, visoka smrtnost pa je bila povezana z odpovedjo ledvic.
Razlog za odpoved ledvic je bil diklofenak, ki so ga v Pakistanu in Indiji uporabljali pri

zdravljenju Zivine [48].

V Kanadi so izvedli sedem let dolgo Studijo z ribami, ki je pokazala, da kroni¢na izpostavljenost
¢rnoglavega pisanca (Pimephales promelas) nizkim koncentracijam 17-alfa-etinilestradiola (5-
6 ng/L) povzrocila feminizacijo samcev, spremenjeno oogenezo pri samicah in kolaps

populacije v jezeru [49].

Studija, kjer so ribe vrste 3arenka (Oncorhynchus mykiss) izpostavili atorvastatinu v
koncentraciji, v kateri se ta pojavlja v okolju, je pokazala da je prislo do spremembe v izrazanju
genov, ki sodelujejo v membranskem transportu v skrgah. Prav tako je prislo do spremembe v
izrazanju genov v tkivu Skrg, ki sodelujejo v procesih biotransformacije, odzivih na oksidativni

stres in pri celi¢ni smrti (apoptozi) [50].

Izvedli so tudi Studijo, kjer so $arenko (Oncorhynchus mykiss) izpostavili karbamazepinu na
treh koncentracijskih nivojih (1,0 ug/L, 0,2 mg/L in 2,0 mg/L). Preverjali so, kako kroni¢na

izpostavljenost karbamazepinu (7, 21 in 42 dni) vpliva na prisotnost antioksidantov in na
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delovanje encima Na*/K* ATPaza. Ugotovili so, da je v Skrgah pri§lo do biokemijskih in
fizioloskih sprememb. Daljsa ¢asovna izpostavljenost karbamazepinu je povzrocila povisanje
lipidne peroksidacije (LPO), kar nakazuje na peroksidativne poSkodbe $krznega tkiva. LPO je
eden izmed glavnih procesov, ki ga povzro¢i oksidativni stres. Prav tako so se pojavile
spremembe pri karbonilaciji proteinov, ki je tako kot LPO, rezultat oksidativnega stresa v celici.
Pri izpostavljenosti najnizji koncentraciji karbamazepina (1,0 ng/L), v Sskrgah ni bilo znacilnih

fizioloskih sprememb [51].

V ZDA so izvedli 28-dnevno kroni¢no Studijo, kjer so ¢rnoglavega pisanca (Pimephales
promelas) izpostavili metforminu v koncentraciji, ki se pojavlja na iztokih CN (40 pg/L).
Preverjali so vpliv na reprodukcijo in izrazanje genov povezanih z metabolizmom in
razmnozevanjem. Vrednotili so tudi koncentracijo hormonov v plazmi. Metformin je povzro¢il
indukcijo vitelogenina v jetrih samcev, kar nakazuje da je lahko metformin potencialni
endokrinski motilec [52]. Vitelogenin je protein, ki ga sintetizirajo vitelogene samice in
odlagajo v razvijajo¢i se oociti. Vitelogeneza je proces, v katerem jajcni estradiol spodbuja
nastanek vitelogenina v jetrih. Jetrni receptorji za estrogen so prisotni tako v ribjih samcih in
samicah, kot tudi v spolno nedozorelih potomcih, vendar so estrogenom praviloma
izpostavljena zgolj jetra samic. Sinteza vitelogenina pri samcih in spolno nedozorelih potomcih
je tako lahko bioindikator okoljske izpostavljenosti estrogenim spojinam [53].

1.5 EKSTRAKCIJSKE METODE ZA PRIPRAVO VZORCEV

Veliko spojin, ki so jih v zadnjih letih prvi¢ dolo¢ili v okoljskih vzorcih, je bilo lahko v okolju
(vodi, sedimentu, zemlji) prisotno Ze veC desetletij, a jih zaradi pomanjkanja ustreznih
analitskih metod niso mogli dolo¢iti. Napredek v analitiki omogoca, da lahko identificiramo in

dolo¢imo vedno vec ksenobiotikov v okoljskih vzorcih [54].

Analitski postopek navadno vkljucuje pet glavnih korakov: vzorcenje, priprava vzorcev,
locevanje analitov, kvantitativno ovrednotenje analitov in analizo podatkov. Vzoréenje in
priprava vzorcev sta dva klju¢na koraka in tudi zavzameta najve¢ ¢asa. Namen priprave vzorca
je priprava realnega vzorca v vzorec, ki je primeren za analizo [55]. U¢inkovine so v okoljskih
vzorcih prisotne v prenizkih koncentracijah za direktno analizo. Zatorej je potrebno vzorce
koncentrirati, hkrati pa tudi cistiti, da se zmanjsa ucinek o0zadja [56]. Metode, ki se uporabljajo
za ekstrakcijo vzorcev se razvrscajo v dve glavni skupini: metode za trdne vzorce in metode za
tekoCe vzorce. Najbolj pogosto uporabljene metode so ekstrakcija na trdnem nosilcu (SPE) (on-

line SPE ali off-line SPE), ekstrakcija teko¢e-teko¢e (LLE), mikroekstrakcija na trdnem nosilcu
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(SPME), ekstrakcija na osnovi membrane (MBE), superkriticna tekocinska ekstrakcija (SFE),
ekstrakcija tekoce-trdno (SLE), ekstrakcija pod povisanim tlakom (PLE), ekstrakcija z
ultrazvokom (UAE), ekstrakcija z mikrovalovi (MAE) [57] in v zadnjih letih tudi QUEChERS
(hitra, ucinkovita, poceni, lahka, robustna in varna tehnika za ekstrakcijo), Ki temelji na

disperzivni ekstrakciji na trdnem nosilcu (d-SPE) [58].

1.5.1 Ekstrakcija na trdnem nosilcu

Tradicionalno tehniko za pripravo vodnih vzorcev ekstrakcija tekoce-tekoCe (LLE) je
nadomestila ekstrakcija na trdnem nosilcu (SPE), ki je najpogosteje uporabljena tehnika za
izboljsana selektivnost, specifi¢nost in ponovljivost, manj$a poraba organskih topil, krajsi ¢as
priprave vzorcev in lazja izvedba ter moznost avtomatizacije. Pri SPE se analiti ekstrahirajo in
porazdelijo med trdno fazo in tekoco fazo. Analiti morajo imeti vecjo afiniteto do trdne faze

kot do komponent ozadja, zato je klju¢no izbrati ustrezen sorbent [55].

SPE je sestavljen iz naslednjih korakov:

- aktivacija stacionarne faze (aktivacija omogoci vezavo spojin)

- vzorce pred nanosom filtriramo, v kolikor je to potrebno

- Nanos vzorca (spojine se vezejo na sorbent)

- spiranje sorbenta (odstranimo nezelene Spojine)

- suSenje sorbenta (odstranimo medij)

- spiranje analitov (desorpcija spojin iz stacionarne faze z ustreznim topilom).

Spiranju analitov sledi odhlapevanje elucijskega topila in raztapljanje posusenega ostanka v

topilu, ki je primerno za analizo [55].

Izbira sorbenta igra pri SPE klju¢no vlogo, saj vpliva na selektivnost, afiniteto in sposobnost
vezave. lzbira sorbenta je odvisna od izbranih analitov in interakcij med sorbentom in
funkcionalnimi skupinami analitov. Sorbente delimo v dve skupini: silikatni in polimerni.
Polimerni sorbenti so v primerjavi s silikatnimi bolj stabilni v SirSem pH obmocju. Silikatni
sorbenti vkljucujejo silanolne skupine, ki lahko ireverzibilno vezejo nekatere analite (npr.
tetracikline) [55]. Sorbenti, ki so na voljo na trgu in se pogosto uporabljajo so Oasis-HLB, Cis
sorbenti, Lichrolut ENV+, Oasis MCX in Strata-X [60].

1.5.2 SPE-DEX tehnologija

SPE-DEX®™ 4790 proizvajalca Horizon Technology (okrajsava: SPE-DEX) je delno
avtomatiziran sistem za SPE ekstrakcijo spojin iz vodnih vzorcev (odpadna vode, povrSinske
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vode, podtalnica, pitna voda, morska voda). Sistem SPE-DEX, ki je na voljo na Katedri za
biofarmacijo in farmakokinetiko, je prikazan na sliki 2. Glavna prednost SPE-DEX je krajsi ¢as
ekstrakcije, prav tako pa ni potrebna prehodna filtracija vzorcev. V primerjavi z LLE
ekstrakcijo je poraba topil nizja, prav tako pa so dolocCeni koraki pri pripravi vzorcev
avtomatizirani: dodajanje topil, namakanje in suSenje diska, spiranje steklenice in elucija

analitov s sorbenta [61, 62].

Slika 2: Sistem SPE-DEX® 4790.

1.6 METODE ZA IDENTIFIKACIJO IN KVANTIFIKACIJO UCINKOVIN V
VZORCIH

Instrumentalne analizne metode za identifikacijo in kvantifikacijo ucinkovin v okoljskih
vzorcih, ki se najpogosteje uporabljajo so GC-MS ali LC-MS oz. GC-MS/MS ali LC-MS/MS.

Tekocinska kromatografija (LC) deluje na principu porazdelitve komponent vzorca med
stacionarno fazo (trdno ali tekoco) in tekoco mobilno fazo. Kromatografijo lahko glede na
mehanizem zadrZevanja analitov na koloni lo¢imo na adsorpcijsko, ionsko-izmenjevalno,
izkljuéitveno in porazdelitveno. Porazdelitveno kromatografijo pa lahko delimo $e na
normalno-fazno in reverzno fazno. Za analizo uc¢inkovin v vodnih vzorcih se najpogosteje

uporablja reverzno-fazna LC, saj uéinkovine po vecini niso hlapne spojine, nekatere so zelo
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polarne in vsebujejo tudi ionizirajo¢e funkcionalne skupine (npr. karboksilne ali amino

funkcionalne skupine) [59, 63].

Masna spektrometrija (MS) temelji na lo¢evanju analitov glede na njihovo m/z razmerje
(razmerje med maso (m) in nabojem (z)). Masni spektrometer detektira komponente vzorca, Ki
prispejo v masni analizator tako, da jih ionizira v obliko s pozitivnim ali negativnim nabojem.
lonizacija poteka v ionskem izvoru. loni pospeseno zapuscajo ionski izvor in vstopajo v masni
analizator. V masnem analizatorju se ioni nato lo¢ijo glede na njihove m/z vrednosti. Kot
detektor se uporablja fotopomnozevalka, ki $teje Stevilo prispelih ionov. Rezultat analize je

dobljen masni spekter, v katerem je podana intenziteta ionov glede na m/z razmerje [64].

Poznamo ve¢ ionskih izvorov. Pri GC-MS se uporablja elektronska ionizacija (El) ali kemijska
ionizacija (Cl), ki v obeh primerih poteka v vakuumu znotraj ionskega izvora. Pri LC-MS
tehnikah pa se kot vir ionizacije najpogosteje uporablja elektrorazprSevalna ionizacija (ESI),
manj pogosto pa kemijska ionizacija pri atmosferskem pritisku (APCI) in fotoionizacija pri
atmosferskem tlaku (APPI) [64].

Najbolj uporabljena metoda za analizo uc¢inkovin v okoljskih vzorcih je tekocinska
kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS) [65]. LC se
uporablja za lo€itev analitov, MS pa za identifikacijo in kvantifikacijo analitov v vzorcu ali
potrditev molekulske strukture [59]. Danes se najbolj uporablja trojni kvadrupolni masni
analizator (QQQ), ker je selektivnost in obcutljivost detektorja zelo visoka, s tem pa je
omogocena identifikacija in kvantifikacija u¢inkovin v zelo nizkih koncentracijah (pod 1 ng/L)
v kompleksnih okoljskih vzorcih [66]. QQQ uporablja multirezidualno analizo (MRM) s
fiksnimi m/z vrednosti na prvem (Q1) in tretjem (Q3) kvadrupolu, drugi kvadrupol (Q2) pa sluzi
kot kolizijska celica. MRM je najobcutljivejsi nacin in z njo Smo sposobni zaznati analite pri
analizator na osnovi preleta ¢asa LC-TOF-MS (angl. time-of-flight), ki je manj obcutljiv

analizator, a primeren za identifikacijo ne-tar¢nih spojin v okoljskih vzorcih [59].
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2 NAMEN DELA

Pojavljanje u¢inkovin v zivih organizmih je zaskrbljujoce, saj ima lahko prisotnost u¢inkovin
Skodljiv u¢inek na izpostavljene organizme. Poraba zdravil je vse vecja, k cemer botruje tudi
staranje populacije. U¢inkovine in njihovi metaboliti tako neprestano vstopajo v okolje. Nas
cilj bo ugotoviti prisotnost in koncentracijo izbranih 111 u¢inkovin na vtoku in iztoku Centralne
Gistilne naprave (CCN) Sevnica z uporabo predhodno razvite in optimizirane delno
avtomatizirane metode SPE-DEX. Odpadno vodo CCN Sevnica bomo vzoréili trikrat, v
razli¢nih letnih ¢asih (spomladi, poleti, pozimi). Na osnovi pridobljenih podatkov - u¢inkovine,
ki bodo prisotne na iztoku CCN Sevnica, nam bodo sluZile za izbor uéinkovin, ki jih lahko
pri¢akujemo v ribjih tkivih. Nato bomo razvili in optimizirali metodo za vrednotenje izbranih
ucinkovin Vv ribjih tkivih. Dobljene ekstrakte bomo po obdelavi vzorca analizirali z
instrumentom LC-MS/MS.

Najprej bomo razvili in optimizirali postopek ekstrakcije, ki vkljucuje Cc¢is€enje in
koncentriranje vzorcev rib, hkrati pa omogoc¢a dobro ponovljivost in ob¢utljivost. Metodo bomo
optimizirali na misi¢nem tkivu. Metodo za ekstrakcijo u¢inkovin v tkivih rib bomo razvili tako,
da bomo preverili parametre, ki najpomembneje vplivajo na izkoristek ekstrakcije. Preizkusili
bomo razli¢na ekstrakcijska topila, razlicne mase tkiva ter kako redcenje in pH supernatanta
vplivata na izkoristek ekstrakcije. Prav tako bomo optimizirali SPE postopek, tako da bomo
preizkusili razli¢na elucijska topila. V nadaljevanju bomo metodo ovrednotili; preverili ali je
metoda ponovljiva, to¢na in linearna v izbranem obmocju ter dolo¢ili meje dolocitve za vse

izbrane zdravilne ué¢inkovine.

Optimizirano metodo bomo uporabili na vzorcih rib iz ribogojnice, trgovine in reke Save,
kamor se izliva iztok iz CCN Sevnica. Ugotavljali bomo prisotnost izbranih ué¢inkovin v

razli¢nih tkivih rib. Dobljene rezultate bomo primerjati z rezultati podobnih studij iz tujine.
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3
3.1

3.1.1

MATERIALI IN METODE
MATERIALI
Standardi (Referencne spojine)

acetazolamid, acetilsalicilna kislina, alprazolam, amantadinijev klorid, amiloridijev
klorid, amitriptilinijev Klorid, amoksicilin, ampicilin, antipirin, atenolol, azitromicin,
bezafibrat, bisoprolol fumarat, bromazepam, bumetanid, cimetidin, desipraminijev
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, hidroklortiazid, indapamid,
irbesartan®*, kaptopril, karbamazepin*, Kkarvedilol, ketokonazol, ketoprofen,
klofibrinska Kislina, klomipraminijev klorid, klonazepam, klonidin, klorheksidin,
klorotiazid, kofein, kumarin, kvetiapin hemifumarat, lansoprazol, levamisolijev klorid,
loperamidijev Klorid, loratidin, lorazepam, metforminijev klorid, metoklopramidijev
klorid, metoprolol tartrat, nalidiksna Kkislina, naproksen*, nifedipin, norfloksacin,
ofloksacin, oksazepam, olanzapin, omeprazol, pantoprazol natrijeva sol, paracetamol,
pravastatin natrijeva sol, pirimidon, probenicid, prometazinijev klorid, propifenazon,
propranololijev klorid, raloksifenijev klorid, ranitidinijev klorid, rifampicin, salbutamol
hemisulfat, salicilna kislina, salmeterol ksinofoat, selegilinijev klorid, sertralinijev
klorid, simvastatin*, tamoksifen citrat, teofilin, topiromat, toremifen citrat, tramadolijev
klorid*, triklosan*, trimetoprim, valsartan*, venlafaksinijev klorid, verapamilijev
klorid, ziprasidonijev klorid monohidrat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija),
amlodipin maleat, atorvastatin kalcijeva sol*, etopozid, feksofenadinijev klorid,
imatinib mezilat, lakozamid, lamotrigin, levetiracetam, likarbazepin, lizinopril,
oksakarbazepin, ramipril, risperidon*, rosuvastatin kalcijeva sol, sildenafil citrat,
sumatriptan sukcinat (Sequoia Researcher Products, Pangbourne, VB), ciprofloksacin
(AppliChem GmbH, Darmstadt, Nem¢ija).

Cistost vseh uporabljenih standardov je bila >97 %. Standarde ozna¢ene z * smo uporabili pri

razvoju metode za vrednotenje uc¢inkovin v ribjem tkivu.

3.1.2 Interni standardi (Interne referencne spojine)

Za interne standarde smo uporabili izotopsko oznac¢ene spojine: atorvastatin-ds kalcijeva sol,
fluoksetinijev-ds klorid, [*3Cs]-diklofenak, [**Cs]-sertralinijev klorid (AlsaChim, llIKirch-
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Graffenstaden, Francija), ciprofloksacinijev-ds klorid hidrat, diazepam-ds, imatinib-dsg,

metoprolol-(isopropil-d7) (+)-tartrat, propranolol-d7 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija).

3.1.3

3.14

3.1.5

A)

Reagenti in topila

Acetonitril (C2H3N), M = 41,05 g/mol, > 99,9 %, HPLC grade (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nemcija)

Acetonitril (C2HsN), M = 41,05 g/mol, > 99,9 %, LC-MS grade (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nemcija)
Destilirana voda, Fakulteta za farmacijo

Diklorometan (CH2Cl;), M = 84, 93 g/mol, 99,9 %, HPLC grade (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nemcija)

Etanol (C2HeO), M = 46,07 g/mol, 96 % (Kefo d.o.0., Ljubljana, Slovenija)

Etilacetat (C4HgO2), M = 88,11 g/mol, Eur. Ph. (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona,
Spanija)

2-propanol (CzHgO) M = 60,10 g/mol, > 99,5 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija)
Kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4), M = 136,08 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemcija)

Klorovodikova kislina (HCI), M = 36,46 g/mol, Titrisol® za pripravo 1 M raztopine
(Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija)

Metanol (CH:OH), M = 32,04 g/mol, > 99,9 %, HPLC grade (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nemcija)

Natrijev hidroksid (NaOH) M = 40,00 g/mol, Titrisol® za pripravo 1 M raztopine
(Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija)

Ultracista voda, pridelana z MilliQ — Advantage A 10 (Millipore Corporation, Billerica,
Massachusetts, ZDA)

Vodovodna voda, Fakulteta za farmacijo

Vzorci odpadne vode

16.3.2015 vtok in iztok CCN Sevnica (2x 1,5 L vtok, 2x 1,5 L iztok)
15.6.2015 vtok in iztok CCN Sevnica (3x 1,5 L vtok, 3x 1,5 L iztok)
14.12.2015 vtok in iztok CCN Sevnica (3x 1,5 L vtok, 3x 1,5 L iztok)

Vzorci rib

22.3.2015 dve ribi iz ribogojnice v blizini kraja Stari trg pri Lozu vrste potocna
zlatov¢ica (Salvelinus fontinalis)
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B)

C)

3.1.6

WV W

15.6.2015 ocisc¢ena riba vrste Sarenka (Oncorhyncus mykiss) kupljena v trgovini v
Ljubljani (Delamaris)

4.10.2015 riba vrste podust (Chondrostoma nasus nasus) ulovljena v Sevnici, priblizno
1 km nizvodno od iztoka CCN Sevnica (nasprotni breg reke Save), donirana s strani
ribiske druzine.

Naprave in pribor

Analitska tehtnica Excellence Plus (Mettler Toledo, Greinfensee, Svica)

Centrifuga Eppendorf 5415 R (Eppendorf Research, Hamburg, Nemcija)

Hladilnik 5+3 °C z zamrzovalnikom -20 °C (Gorenje, Velenje, Slovenija)
Homogenizator Bullet Blender® (Next Advance, Inc., New York, ZDA)

Kroglice za homogeniziranje: 1,4 mm kroglice iz nerjavecega jekla (Next Advance,
Inc., New York, ZDA)

pH metra MA 5750 (Iskra, Kranj, Slovenija) in MP 220 (Mettler Toledo, Greifensee,
Svica)

Plasticne mikrocentrifugirke Eppendorf SafeLock™ 2 mL (Eppendorf Research,
Hamburg, Nemcija)

Polavtomatske pipete: 2-20 uL, 20-200 uL, 100-1000 uL (Eppendorf Research,
Hamburg, Nemcija)

Pufrne raztopine: pH 3, ph 7 in pH 10 (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Spanija)
Stresalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

Tehtnica AG 245 (Mettler Toledo, Greifensee, ZDA)

TurboVap LV (Caliper, Hopkinton, Massachusets, ZDA)

Ultrazvoc¢ni Cistilnik Sonis 4 (Iskra, Kranj, Slovenija)

Ostalo: magneti, nastavki za pipete, parafilm M, spatula, Stoparica, vzmeti za steklene

vlozke, zamaski za viale, zaSCitne rokavice

Steklovina (¢ase, merilne bucke, merilni valji, zamaski, ¢olnicki za tehtanje, viale, polnilne

pipete,

stekleni vlozki za viale)

SPE sistem

Kadicka Visiprep™ Solid Phase Extraction Vacuum Manifold (Supelco, Bellefonte,

Pennsylvania, ZDA)
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Kartuse Strata-X Polymeric Reversed Phase 60 mg/3 mL (Phenomenex, Torrance,
Kalifornija, ZDA)

Oljna vakuumska ¢rpalka DOA-P504-BN (Gast Manufacturing Inc., Harbor, Michigan,
ZDA)

SPE-DEX sistem

Diski Atlantic® HLB SPE Disk (Horizon Technology Inc., New Hampshire, ZDA)
Ekstraktor SPE-DEX® 4790 (Horizon Technology Inc., New Hampshire, ZDA
Filtri (Atlantic® Fast Flow Sediment Pre-Filters; 1 pm in 5 um)

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

Stekleni vsebnik 1000 mL (Thermo Fisher Scientific, ZDA)

Viala za eluat 20 mL (Thermo Fisher Scientific, ZDA)

Posode za odpad

LC-MS/MS sistem

3.2

3.2.1

Agilent 1290 Infinity UHPLC (Agilent Technologies, ZDA)

Agilent 6460 Triple Quadrupole LC-MS (Agilent Technologies, ZDA)
lonski izvor: Jetstream® ESI ionski izvor

Kolona: Poroshell EC-C18 100x3 mm, 2,7 um (Agilent Technologies, ZDA)

Programska oprema: MassHunter Workstation

METODE

Osnovne raztopine

3.2.1.1 Primarna osnovna raztopina (POR)

Pripravili smo referenéne raztopine obravnavanih u¢inkovin (navedene pod tocko 3.1.1) s

koncentracijo 1 mg/mL. Na tehti¢ smo natehtali maso 5 mg posamezne ucinkovine in jo
raztopili v 5 mL MeOH.
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3.2.1.2 Sekundarna osnovna raztopina (SOR)

Sekundarno osnovno raztopino s koncentracijo 1 mg/L smo pripravili s 1000-kratnim
red¢enjem primarne osnovne raztopine (¢ = 1 mg/L). 25 uL POR smo prenesli v 25 mL bucko

in do oznake dopolnili z MeOH.
Pripravili smo dve osnovni raztopini:

e Sekundarna osnovna raztopina | (SOR I): Raztopina pripravljena iz 111 primarnih
osnovnih raztopin za analizo odpadne vode (delo s SPE-DEX).
e Sekundarna osnovna raztopina Il (SOR 11): Raztopina pripravljena iz 11 primarnih

osnovnih raztopin za razvoj metode za analizo u¢inkovin v ribjih tkivih (delo s SPE).

3.2.1.3 Delovne raztopine

Pripravili smo naslednje delovne raztopine:

e Delovna raztopina A (delo s SPE-DEX in vzorci odpadne vode): Delovno raztopino A
s koncentracijo 200 pg/L smo pripravili tako, da smo odpipetirali 2 mL SOR 1 in jo
prenesli v 10 mL merilno bucko in do oznake dopolnili z ultracisto vodo (MilliQ).

e Delovna raztopina B (ekstrakcija ucinkovin iz vzorcev ribjega tkiva): Delovno
raztopino B s koncentracijo 200 pg/L smo pripravili tako, da smo odpipetirali 1 mL
SOR II in jo prenesli v 5 mL merilno bucko in do oznake dopolnili z ultracisto vodo
(MilliQ).

e Delovna raztopina C (ekstrakcija ucinkovin iz vzorcev ribjega tkiva): Delovno
raztopino C s koncentracijo 20 pg/L smo pripravili tako, da smo odpipetirali 100 pL.

SOR II in jo prenesli v 5 mL merilno bucko in do oznake dopolnili z ultracisto vodo

(MilliQ).
3.2.2 Priprava 50 mM fosfatnega pufra

Za pripravo 1 L 50 mM fosfatnega pufra smo natehtali 6,80 g KH2PO4 in ga kvantitativno
prenesli v 1L buco, raztopili v destilirani vodi in dopolnili merilno bucko do oznake ter jo
premesali. Pripravljeno raztopino KH2PO4 smo s pH metrom umerili na ustrezno pH vrednost
(3,5,7,9) zdodajanjem 1 M HCl ali 1 M NaOH.

19



Jelena Topi¢ Magistrska naloga

3.2.3 Priprava topil
3.2.3.1 Priprava elucijskega topila za ekstrakcijo uc¢inkovin iz odpadne vode

Elucijsko topilo, ki je meSanica acetonitrila (ACN), metanola (MeOH) in 2-propanola (2-PrOH)
v volumskem razmerju 50/25/25 smo pripravili tako, da smo z merilnim valjem odmerili

ustrezen volumen vsakega topila in ga prenesli v 1000 mL bucko.

3.2.3.2 Priprava ekstrakcijskih topil in topil za elucijo za ekstrakcijo ucinkovin iz ribjih tkiv

Izbrano ekstrakcijsko in elucijsko topilo smo pripravili tako, da smo s pomoc¢jo polnilne pipete

in merilnega valja odmerili ustrezen volumen topila in ga prenesli v 25 mL merilno bucko.

3.2.4 EKSTRAKCIJA UCINKOVIN 1Z ODPADNE VODE
3.2.4.1 Priprava elucijskega topila

Elucijsko topilo je zmes acetonitrila, metanola in 2-propanola v razmerju 50/25/25. Pripravili
smo ga po postopku, opisanem v poglavju 3.2.3.1.

3.2.4.2 Priprava standardov

Postopek priprave standardov je opisan v poglavju 3.2.1.3. 1z sekundarne osnovne raztopine

SOR | smo pripravili delovno raztopino A.

3.2.4.3 Metoda SPE-DEX

250 mL vzorca odpadne vode smo razred¢ili z 250 mL 50 mM pufra pH 3. Uporabili smo
predhodno optimizirano metodo, ki so jo razvili na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko
na Fakulteti za farmacijo. Cikli uporabljene metode so navedeni v preglednici II.

Preglednica Il: Metoda ekstrakcije na SPE-DEX.

Cas namakanja [s] Cas suSenja [s]

MeOH 15 0

Predpriprava SPE MeOH 15 15
diska ultracista voda 15 15
ultracista voda 10 10

nanos vzorca

suSenje 60

spiranje elucijsko topilo 180 60
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Eluat smo prenesli v 25 mL merilno bucko in do oznake dopolnili z elucijskim topilom. 1 mL

eluata smo prenesli v vialo in analizirali z LC-MS/MS.

3.2.4.4 Metoda standardnega dodatka za izracun koncentracije uéinkovin v odpadni vodi

Koncentracije u¢inkovin smo izracunali z metodo standardnega dodatka. Za izvedbo te metodo
potrebujemo enake volumne preiskovane raztopine. Vsem vzorcem, razen enemu, dodamo
razlicne volumne koncentracije SOR I, nato pa sledimo postopku metode SPE-DEX, ki je
opisan v poglavju 3.2.4.3. Z izbrano analizno metodo izmerimo odzive analita v posameznih
vzorcih in jih graficno prikazemo. S pomocjo Microsoft Office Excel programa izra¢unamo
parametre umeritvenih premic (enacba 1); naklon (k), presecis¢e z y 0sjo (n) in determinacijski
koeficient (R?). Os y predstavlja odziv, os x pa koncentracijo dodanega analita v vzorcu. Skozi

tocke ekstrapoliramo premico do toc¢ke na osi x, kjer je y = 0. Vrednost na x osi predstavlja

dejansko koncentracijo analita v vzorcu (slika 3) [67]. Koncentracijo izratunamo s pomocjo

enacbe 2.
y=kx +n (Enacba 1)
Koncentracija = — PLeciezy osjo (Enacba 2)

naklon premice

SIGNAL

-~
3 \
-
SIGNAL VZORCA

r ‘/ T T _ T T T

KOLICINA ANALITA V DODANA KOLICINA

VZORCU

Slika 3: Metoda standardnega dodatka.

21



Jelena Topi¢ Magistrska naloga

3.2.4.5 Priprava realnega vzorca odpadne vode

Vodo smo vzoréili na CCN Sevnica v treh ¢asovnih todkah (marec, junij in december 2015).
Vzor¢ili smo na vtoku CCN (pred ¢iséenjem) in na iztoku CCN (po &iséenju) z metodo trenutno
zajetega vzorca. CCN Sevnica se nahaja na ravnici reke Save nizvodno od naselja Log, njena
obremenitev je sestavljena iz odpadne vode prebivalcev in zaposlenih v industriji, kapaciteta
pa 9900 populacijskih enot. Gre za komunalno CN, ki vkljuduje procese delne nitrifikacije,
nitrifikacije in delne aerobne stabilizacije blata. Odpadna vode doteka po dotoc¢ni kanalizaciji
do vhodnega ¢rpalisca, kjer so locirane tri potopne ¢rpalke. Opremljena je s postajo za sprejem
vsebine greznic, kjer se nahaja naprava za izloCanje grobih delcev. Ti se v napravi operejo in
stisnejo ter odlagajo v polivinilkloridne vre¢e. Odpadna voda iz prezracenega peskolova in
mascobnika odteka v prezraevalni bazen, kjer poteka biolosko ¢is¢enje. Ociscena odpadna
voda se z aktivnim blatom preliva v naknadni usedalnik, kjer se aktivno blato lo¢i od pre¢iséene

vode. Prec¢iséena voda odteka skozi merilni jasek v reko Savo [68].

Postopek priprave vzorcev iz CCN Sevnica je podan v preglednici I11. Vzorce odpadne vode
smo analizirali z metodo SPE-DEX (poglavje 3.2.4.3), koncentracijo u¢inkovin v odpadni vodi
pa smo izracunali z metodo standardnega dodatka (poglavje 3.2.4.4). VVzorcem smo dodali znan
volumen SOR | oz. delovne raztopine A. Podatki o dodanih volumnih so navedeni v preglednici
I11. V odpadni vodi je prisotno veliko onesnazil in tudi delcev, ki lahko vplivajo na sam proces
ekstrakcije in morebitno masenje diskov za ekstrakcijo, zato smo vzorce odpadne vode pred
analizo red¢ili s 50 mM fosfatnim pufrom pH=3. Z red¢enjem tudi zmanjsamo vpliv matrice.
Po eluciji smo iz bucke z eluatom odvzeli od vsakega vzorca po 1 mL, eluat prenesli v
mikrocentrifugirko in do suhega posusili do suhega na TurboVap-u. Zaostanek smo raztopili v
1 mL rekonstitucijskega topila ACN:MeOH = 50/50, 2 minuti meSali z vrtin¢enjem in prenesli
v viale ter analizirali na LC-MS/MS. Pripravili smo tudi vzorce standardne raztopine s
koncentracijami 2, 5, 10 in 20 pg/L (koncentracija v eluatu pred suSenjem), Ki so nam sluzili

pri izra¢unu koncentracije analitov v odpadni vodi.

Preglednica I11: Postopek priprave vzorcev CCN Sevnica.

Vzorec Volumen  Volumen Volumen \ \ Koncentracija
odpadne  ultra ¢iste pufra [mL] SOR | delovne V vzorcu
vode [mL] vode [mL] c=1 raztopine A odpadne vode
¢=200 ng/L.  pred SPE-DEX
\ [ng/L]
Slepi vzorec 500
Odpadna 250 / 250 / / 0
voda
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odpadna 250 / 250 / 250 0,2
voda + del.
raztopina A

odpadna 250 / 250 / 625 0,5
voda + del.
raztopina A

Odpadna 250 / 250 250 / 1
voda + SOR
|

Odpadna 250 / 250 500 / 2
voda + SOR
[

* Koncentracija v 250 mL vzorca odpadne vode

Razlika v koncentraciji u¢inkovin na vtoku in iztoku CN nam pove, kako ué¢inkovita je CN pri

VW W

odstranjevanju onesnazil. UCinkovitost ¢iScenja CCN Sevnica smo izracunali s pomoc¢jo enacbe

3.

Utinkovitost tistenja [%)] = = (Vtik()v_tzgzwk) x 100 (Enacha 3)

3.2.5 RAZVOJ METODE ZA EKSTRAKCIJO UCINKOVIN 1Z RIBJIH TKIV
3.2.5.1 Priprava tkiva

Ribam smo odstranili organe in v plastiéne mikrocentrifugirke prenesli priblizno natan¢no 1 g
posameznega tkiva, kjer je bilo to mozno. Odvzeli in analizirali smo jetra, ledvice, kozo, Skrge
in misi¢no tkivo. Vzorcev misi¢nega tkiva smo pripravili najvec, saj je bilo tega tkiva najve¢
na razpolago. Razvoj metode je potekal na miSi¢nem tkivu. Mikrocentrifugirke s tkivom smo

shranili na— 80 °C.

3.2.5.2 Postopek ekstrakcije iz tkiva

Pred zacetkom dela smo odtalili miSi¢no tkivo, ki je bilo shranjeno v zamrzovalniku na — 80
°C. Odmrznjenemu miSi¢nemu tkivu smo nato dodali 1 odmerno Zlicko homogenizacijskih
kroglic s premerom 1,4 mm iz nerjavecega jekla. Plasticne mikrocentrifugirke smo prenesli na
homogenizator Bullet Blender in homogenizirali 5 min pri hitrosti 4. Tkivu smo nato dodali 1
mL izbranega ekstrakcijskega topila in 50 pL delovne raztopine B s koncentracijo 200 pg/L.
Mikrocentrifugirke smo zopet homogenizirali 5 min pri hitrosti 4. Homogenizirane vzorce smo
nato prenesli na centrifugo, kjer smo centrifugirali 5 min pri 4 °C in hitrosti 15 000 x g (15209
rpm). Odvzeli smo 800 uL supernatanta in ga prenesli v merilno bucko izbranega volumna in

do oznake red¢ili z izbranim medijem za redcenje. Sledilo je dodatno Cis¢enje vzorcev s SPE.
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Postopek je opisan v poglavju 3.2.5.3. Izkoristek ekstrakcije smo izracunali pri isti koncentraciji

analita z enacbo 4.

odziv v vzorcu

Izkoristek [%] = %X 100 % (Enacba 4)

odziv v raztopini standarda

izkoristek ucinkovine

Relativni izkoristek [%] = %X 100 % (Enacba 5)

maksimalni izkoristek uCinkovine

3.2.5.3 SPE postopek

Kartu$e smo najprej aktivirali z 10 mL MeOH, za ekvilibracijo pa smo nanesli 3 mL ultradiste
vode. Pretok smo uravnali na 1 mL/min. Sledil je nanos vzorca. Po nanosu vzorca je sledilo
vakuumsko susenje za 10 min in nato elucija z 2 mL izbranega elucijskega topila. Eluirali smo
v 2 mL mikrocentifugirko. Eluat smo nato posusili do suhega na vodni kopeli pri 40 °C z
napravo TurboVap. Zaostanek smo raztopili v 250 pL topila za raztapljanje ACN:MeOH =
50/50 (v/v), ga vorteksirali 2 min in 150 pL vzorca prenesli v vialo s steklenim vlozkom. Vzorce
smo analizirali z LC-MS/MS. Izkoristek smo izracunali z enac¢bo 4. Odzive analitov v vzorcu
smo primerjali glede na raztopino standarda 32 pg/L, ki smo ga pripravili po postopku opisanem

v poglavju 3.2.5.4.

3.2.5.4 Priprava standardne raztopine za izraéun izkoristka ekstrakcije na SPE sistemu

Za izraCun izkoristka ekstrakcije smo pripravili standard s koncentracijo 32 pg/L, saj je konéna
koncentracija po pripravi v vzorcu ob predpostavki 100% izkoristka 32 pg/L. Raztopino smo
pripravili tako, da smo odpipetirali 800 uL delovne raztopine B in jo prenesli v 5 mL merilno
bucko in do oznake dopolnili s topilom ACN:MeOH = 50/50.

3.2.6 OPTIMIZACIJA METODE ZA EKSTRAKCIJO UCINKOVIN 1Z RIBJIH
TKIV

3.2.6.1 Izbor ustreznega elucijskega topila

Pri optimizaciji SPE postopka smo preverjali razli¢na elucijska topila, ki so navedena v
preglednici V. Postopek priprave topil je opisan v poglavju 3.2.3.2, postopek ekstrakcije v
poglavju 3.2.5.2 in SPE postopek v poglavju 3.2.5.3.

Preglednica 1V: Uporabljena elucijska topila.

. Acetonitril

. ACN:MeOH = 50:50 (v/v)

. ACN:MeOH = 80:20 (v/v)

. ACN:MeOH:2-PrOH = 50:25:25 (v/v)

1
2
3
4
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5.  ACN:2-PrOH = 80:20 (v/v)
6. ACN:2-PrOH =50:50 (v/v)

3.2.6.2 Mediji za redcenje vzorca pred nanosom na SPE

50 mM fosfatni pufer smo pripravili po postopku opisanem v poglavju 3.2.2. Na enak nacin
smo umerili tudi ultracisto vodo. Uporabljeni mediji za red¢enje supernatanta ekstrakta ribjega
tkiva so podani v preglednici V. Postopek ekstrakcije je opisan v poglavju 3.2.5.2, SPE
postopek pa v poglavju 3.2.5.3 Pri red¢enju z ultraéisto vodo smo kot elucijsko topilo uporabili
ACN:MeOH:2-PrOH = 50/25/25, pri red¢enju s 50 mM fosfatnim pufrom pa topilo
ACN:MeOH = 80/20.

Preglednica V: Uporabljeni mediji za redcenje vzorca pred nanosom na SPE.

Ultracista voda pH=3
UltraCista voda pH=5
Ultracista voda pH=7
Ultracista voda pH=9
50 mM fosfatni pufer pH=3
50 mM fosfatni pufer pH=5
50 mM fosfatni pufer pH=7
50 mM fosfatni pufer pH=9

wx

®|No O~ Wi

3.2.6.3 Volumen redditve vzorca pred nanosom na SPE

Supernatant ekstrakta ribjega tkiva smo red¢ili do 10 mL ali do 25 mL. 800 pL ekstrakta ribjega
tkiva smo prenesli v merilno bucko izbranega volumna in do oznake dopolnili s 50 mM
fosfatnim pufrom pH=7. Zaostanek ekstrakcijskega topila v vzorcu po redéenju je podan v
preglednici V1. Postopek ekstrakcije je opisan v poglavju 3.2.5.2, SPE postopek pa v poglavju
3.25.3.

Preglednica VI: Ostanek ekstrakcijskega topila po redéenju.

St. RedZ&enje vzorca % ekstrakcijskega topila
1. nalO0OmL 8%
2. na25mL 3,2%

3.2.6.4 lzbira ustreznega ekstrakcijskega topila

Pri razvoju ekstrakcijske metode smo preverjali, kako na izkoristek ekstrakcije vplivajo razlicna
ekstrakcijska topila, ki so navedena v preglednici VII. Postopek priprave 1 g tkiva je opisan v

poglavju 3.2.3.2, postopek ekstrakcije v poglavju 3.2.5.2 in SPE postopek v poglavju 3.2.5.3.
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Preglednica VII: Uporabljena ekstrakcijska topila.

Ekstrakcijsko topilo
Acetonitril

S

1

2. ACN:MeOH = 80:20 (v/v)
3. ACN:MeOH = 75:25 (v/v)
4.  ACN:MeOH = 50:50 (v/v)
5

6

7

Metanol
Diklorometan
Etil acetat

3.2.6.5 Vpliv koncentracije na izkoristek

Pri postopku ekstrakcije 1 g tkiva smo uporabili razlicno koncentracijo delovne raztopine in
preverjali ali koncentracija analita vpliva na izkoristek ekstrakcije. Uporabili smo delovni
raztopini B in C s koncentracijama 200 pg/L in 20 ug/L. Postopek priprave je opisan v poglavju
3.2.1.3. Pri koncentraciji 20 ug/L je kon¢na koncentracija v tkivu ob predpostavki 100%
izkoristka, 1 ng/g tkiva, pri koncentraciji 200 pg/L, pa desetkrat visja (10 ng/g). Postopek
ekstrakcije je opisan v poglavju 3.2.5.2, SPE postopek pa v poglavju 3.2.5.3.

3.2.6.6 Masa ribjega tkiva

Pri postopku ekstrakcije smo uporabili razlicne mase tkiva in preverjali kako masa
uporabljenega tkiva vpliva na izkoristek ekstrakcije. Uporabljene mase ribjega tkiva so bile:
300 mg, 600 mg in 1 g v treh paralelkah. Postopek ekstrakcije je opisan v poglavju 3.2.5.2, SPE
postopek pa v poglavju 3.2.5.3.

3.2.7 KONCNA METODA
3.2.7.1 Metoda za ekstrakcijo ucinkovin iz ribjega tkiva

Pred zacetkom dela smo odtalili tkivo, ki je bilo shranjeno v zamrzovalniku na — 80 °C.
Odmrznjenemu 1g miSi¢nega tkiva smo nato dodali 1 odmerno zlicko homogenizacijskih
kroglic s premerom 1,4 mm iz nerjavecega jekla. Plastiéne mikrocentrifugirke smo prenesli na
homogenizator Bullet Blender in homogenizirali 5 min pri hitrosti 4. Tkivu smo nato dodali 1
mL acetonitrila in 50 uL delovne raztopine B s koncentracijo 200 pg/L. Mikrocentrifugirke
smo zopet homogenizirali 5 min pri hitrosti 4. Homogenizirane vzorce smo nato prenesli na
centrifugo, kjer smo centrifugirali 5 min pri 4 °C in hitrosti 15 000 x g. Odvzeli smo 800 puL
supernatanta in ga prenesli v 25 mL merilno bucko in do oznake redc¢ili s 50 mM fosfatnim
pufrom pH 7. Sledilo je dodatno ¢is¢enje vzorcev s SPE. Uporabili smo kartuse Strata-X, ki

smo jih aktivirali s 10 mL MeOH in 3 mL ultraciste vode. Sledil je nanos vzorca (25 mL). Po
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nanosu vzorcu je sledilo 10 minutno suSenje kartu§ z vakuumom. Eluirali smo v 2 mL
mikrocentrifugirke, kot elucijsko topilo pa smo uporabili ACN:MeOH = 80/20 (v/v).
Mikrocentrifugirke z eluatom smo suSili do suhega na vodni kopeli pri 40 °C z napravo
TurboVap. Zaostanek smo raztopili v 250 uL topila za raztapljanje ACN:MeOH = 50/50 (v/v),
ga vorteksirali 2 min in 150 pL vzorca prenesli v vialo s steklenim vlozkom. Vzorce smo

analizirali z LC-MS/MS.

3.2.7.2 LC-MS/MS pogoji

Vzorce smo analizirali LC-MS/MS instrumentom. Kromatografska locba je potekala na koloni
Poroshell EC-C18 100 x 3 mm, 2,7 um pri 50°C. Uporabili smo gradientno elucijo, s topilom
A (0,05% HCOOH v vodi) in topilom B (99% acetonitril). Uporabljeni pretoki in sestava
mobilne faze so navedeni v preglednici VIII. Cas analize posameznega vzorca je bil 8,2 min,

injicirali pa smo 1 pL vsakega vzorca.

Preglednica VIII: Spreminjanje pretoka in sestave mobilne faze.

8,2 0,50 92

Ionizacija analitov je potekala v elektronskem razprsevalniku Agilent Jet Stream ESI. V
preeglednici 1X so podane nastavitve ionskega izvora. Z uporabo multirezidualne analize
(MRM) smo detektirali izbrane analite. MRM prehodi, kolizijske energije, napetosti

fragmentorja, polariteta ionizacije in retencijski ¢asi so podani v preglednici X.

Preglednica IX: Nastavitve ionskega izvora.

Temperatura suSilnega plina 275 °C

Pretok plina 10 L/min
Nebulizator 45 psi (3,1 bar)
Temperatura plas¢a 350 °C

Pretok plina v plas¢u 11 L/min
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Napetost na kapilari 4000 V
Napetost na Sobi 1000 V

Preglednica X: MRM prehodi, napetosti fragmentorja, kolizijske energije, polariteta in retencijski
Casi izbranih ucinkovin.

Uc¢inkovina MRM Napetost Kolizijska  Polariteta | Retencijski
prehod  fragmentorja energija ionizacija ¢as [min]
[m/z] [V] [eV]

atorvastatin 559,3—»440,2 180 17 pozitivna 6,32
karbamazepin  237,>193,9 103 12 pozitivna 4,13
dezipramin 267,2>721 98 12 pozitivna 4,02
diklofenak 296,0—214,0 55 15 pozitivna 6,38
irbesartan 429,2—207,1 121 21 pozitivna 5,29
naproksen 229,1—*168,9 70 26 negativna 5,93
risperidon 411,2—%91,1 159 28 pozitivna 2,88
simvastatin 419,3— 99,6 121 29 pozitivna 7,01
tramadol 264,258 1 81 17 pozitivna 2,58
triklosan 286,9—35,1 60 4 negativna 6,80
valsartan 436,2—%207,1 81 25 pozitivna 6,12

3.2.8 VREDNOTENJE METODE ZA ANALI1ZO RIBJEGA TKIVA

Pri vrednotenju analizne metode so na voljo stevilne mednarodne smernice. Mi Smo uporabili
smernico Mednarodne konference o harmonizaciji (ICH) za validacijo analiznih metod, ki
vklju¢uje vrednotenje testiranih validacijskih parametrov [69]. Vrednotili smo ponovljivost,

linearnost, to¢nost, obmocje metode in mejo dolocitve.

3.2.8.1 Vrednotenje SPE postopka

Linearnost samega SPE postopka smo ovrednotili v koncentracijskem obmodcju od 0,05 pg/L
do 1 pg/L. Postopek priprave standardnih raztopin je podan v Preglednica XI. Z metodo
najmanjSih kvadratov smo izdelali umeritvene premice, izraunali pripadajoce enacbe in
determinacijske koeficiente (R?). Za mejo sprejemljivosti smo si postavili kriterij R? > 0,99.
Merilne bucke s standardnimi raztopinami smo do oznake smo napolnili s 50 mM fosfatnim

pufom pH =7.

Preglednica XI: Priprava standardnih raztopin za vrednotenje linearnosti SPE.

Standardna Postopek priprave Koncentracija  Koncentracija po SPE
raztopina pred SPE
Raztopina A 50 uL SOR II v 50 1,00 pg/L 40 ng /L
mL bucko
Raztopina B 25 uL SOR II v 100 0,250 pg/L 10 pg/L
mL bucko
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Raztopina C 25 mL raztopine B v 0,125 pg/L 5ug/L
50 mL bucko

Raztopina D 10 mL raztopine B v 0,050 pg/L 2 ug/L
50 mL bucko

10 mL posamezne raztopine smo kvantitativno prenesli v 10 mL bucke in ekstrahirali z metodo
SPE po postopku opisanem v poglavju 3.2.5.3. Kot elucijsko topilo smo uporabili ACN: MeOH
= 80/20.

3.2.8.2 Vrednotenje analizne metode

e Linearnost

Linearnost metode smo opredelili s pomocjo statisticne obdelave odzivov analitov v vzorcih.
Za preverjanje linearnosti metode smo pripravili vzorce z devetimi razli¢énimi koncentracijami
in vzorec, ki mu nismo dodali standardne raztopine tj. slepi vzorec. Za vsako koncentracijsko
tocko in tudi slepi vzorec smo naredili tri paralelke. Linearnost metode za ekstrakcijo u¢inkovin
iz rib smo ugotavljali v koncentracijskem obmoc¢ju 1 pg/L — 50 pg/L. Delali smo z vzorci
misi¢nega tkiva, saj smo miSi¢nega tkiva imeli najve¢ na voljo. 1z primarnih osnovnih raztopin
smo pripravili vmesno raztopino SOR II, iz katere smo nato pripravili raztopine, ki smo jih
dodali tkivnim vzorcem. Raztopine standardov z razli¢nimi koncentracijami (1-50 pg/L) za
dodajanje vzorcem smo pripravili v . 10 mL bucki in do oznake dopolnili z metanolom
(Preglednica XII). Tkivu smo dodali 50 uL posamezne raztopine standarda in dobili
koncentracijo u¢inkovine v ribjem tkivu izrazeno v ng u¢inkovine/g tkiva. Z metodo linearne
regresije smo dolo¢ili umeritveno premico za posamezen analit (enacba 1). Korelacijo med
koncentracijo v vzorcu in odzivov smo ovrednotili s koeficientom R2. Za mejo, ki zagotavlja
ustrezno linearnost smo si postavili kriterij R? > 0,99. Iz povpre¢nih odzivov uéinkovine za
vsako koncentracijo smo izracunali naslednje parametre: RSD, to¢nost, izkoristek, R2, mejo
doloc¢itve (LOQ) in obmocje metode. Parametri regresijske premice so nam sluzili za
vrednotenje prisotnosti in koncentracije u¢inkovine v razli¢nih vzorcih ribjih tkiv. Uporabili

smo pogoje kon¢ne metode, ki so navedeni v poglavju 3.2.7.
e Ponovljivost

Ponovljivost smo izvedli na Sestih vzorcih miSi¢nega tkiva. Uporabili smo pogoje optimizirane
metode, ki so navedeni v poglavju 3.2.7. Ta parameter smo testirali ob dodatku raztopine
standardov s koncentracijo 200 pg/L, ki smo jo pripravili po postopku, opisanem v poglavju
3.2.1.3 (delovna raztopina B). Za vrednotenje ponovljivosti smo uporabili relativni standardni

odklon, ki smo ga izracunali z enacbo 6.
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Relativni standardni odklon (RSD) [%] = standardni odklon odzlvoy vzorca o 4 (Enacha

povprecje odzivov vzorca

6)
e Tocnost

Toc¢nost metode smo ovrednotili tako, da smo s pomocjo regresijske premice izracunali
koncentracijo vsake ucinkovine ter nato izraCunali odstotek odstopanja izraCunane
koncentracije od dejanske koncentracije. Za ustrezno mejo odstopanja izraCunane koncentracije

od dejanske koncentracije smo dolo€ili = 20%. To€nost smo izraunali po enacbi 7.

v izratunana koncentracija—dejanska koncentracija
Tocnost [%] = ( ki) JO)

X 100 (Enacba 7)

dejanska koncentracija
e Meja dolocitve in obmocje analizne metode

Za dolocitev mejo dolocitve (LOQ) se uporabljajo razli¢ni pristopi. Mi smo izbrali tistega pri
katerem se LOQ ovrednoti kot najnizja koncentracija, pri kateri sta to¢nost oziroma odstotek
napake manjsi od £+ 20% in ponovljivost oziroma RSD manjsi od 20%. Poleg LOQ smo dolo¢ili
tudi delovno obmocje metode. Za spodnjo mejo delovnega obmocja metode smo postavili
koncentracijo, ki je za u¢inkovino LOQ. Za zgornjo mejo smo postavili koncentracijo, pri kateri

je bil korelacijski koeficient linearnosti Se vedno ustrezen.

Preglednica XII: Priprava raztopin, ki smo jih dodali ribjemu tkivu, za vrednotenje linearnosti
analizne metode.

Koncentracija* V dodane SOR 11 v 10 Koncentracija u¢inkovine v
standarda[ug/L] mL bucko [uL] tkivu* [ng/g tkiva]
1 10 0,05
2 20 0,10
5 50 0,25
7,5 75 0,38
10 100 0,50
15 150 0,75
20 200 1,00
35 350 1,75
50 500 2,50

* Konéna koncentracija uc¢inkovine v tkivu ob predpostavki 100 % izkoristka (prilagojeno glede

na uc¢inkovino (glej Preglednica XII1)).

Navedena koncentracije posameznega standarda v raztopini oziroma v tkivu (preglednica XII)
velja ob predpostavki, da je faktor red¢enja 1. Raztopino standardov smo namre¢ prilagodili

glede na odziv na masnem detektorju in pricakovane LOQ vrednosti. Faktor red¢enja, z
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navedenimi dejanskimi koncentracijami posamezne uc¢inkovine V raztopini standarda 1 ug/L,

je podan v preglednici XIII.

Preglednica XIll: Faktor redéenja in navedba dejanskih koncentracij posameznih uéinkovin pri
deklarirani koncentraciji 1 ug/L.

TRM RIS DEZ KBZ IRB NAP VAL ATS TKS SIS DKF

Faktor redcenja 5 10 10 5 10 0,02 05 2 0,1 1 0,5
Dejanska 0,2 01 01 02 01 50 2 05 10 1 2
Eg?fentracua prid pg/L pgl pgL pgl pg/l pg/L pgl pg/L pg/L pgl  pg/L

3.2.9 ANALIZA RIBE 1Z REKE SAVE, RIBOGOJNICE IN TRGOVINE

Analizirali smo ribo iz Save, ribo iz ribogojnice in ribo iz trgovine. Uporabili smo pogoje
optimizirane metode, opisane v poglavju 3.2.7., vendar realnim vzorcem nismo dodali 50 uL
delovne raztopine, dodali smo le 1 mL ekstrakcijskega topila acetonitrila. Vsebnost u¢inkovin
v ribjih tkivih smo vrednotili na osnovi izra¢unanih regresijskih premic, rezultati pa so
predstavljeni v poglavju 4.4. Tkiva, ki smo jih analizirali pri posamezni ribi, so navedena v

preglednici XIV.

Preglednica XIV: Analizirana tkiva rib (X), vkljucenih v raziskavo.

TKIVO

RIBA MISICE JETRA  LEDVICE KOZA SKRGE
SAVA X X - X X
TRGOVINA X - - - -
RIBOGOJNICA X X X - X

Riba A: reka Sava [vrsta: podust (Chondrostoma nasus nasus)]
Riba B: trgovina  [vrsta: $arenka (Oncorhyncus mykiss)]
Riba C: ribogojnica [vrsta: poto¢na zlatov¢ica (Salvelinus fontinalis)]
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA
41 EKSTRAKCIJA UCINKOVIN 1Z ODPADNE VODE

S predhodno optimizirano metodo smo ugotavljali prisotnost 111 razli¢nih ué¢inkovin na vtoku
in iztoku CCN Sevnica. Odpadno vodo smo vzor¢ili v spomladanskem (marec 2015), poletnem
(junij 2015) in v zimskem obdobju (december 2015). Rezultati spomladanskega vzorcenja so
nam bili v pomoc¢ pri izbiri tar¢nih uc¢inkovin, Ki smo jih vkljuéili v razvoj metode za ekstrakcijo

izbranih u¢inkovin iz ribjega tkiva, so predstavljeni v poglavju 4.2.
4,1.1 Vzorcenje v poletnem obdobju (junij 2015)

Nasliki 4 so grafi¢no prikazana koncentracijska obmocja u¢inkovin, ki so bile prisotne na vtoku
in iztoku CCN Sevnica. 1zmed analiziranih 111 u¢inkovin, je bilo na vtoku CCN Sevnica
prisotnih 35 uc¢inkovin (32%) na iztoku pa 25 (23%) ucinkovin. Iz grafa je razvidno, da je bilo
na iztoku prisotnih manj u¢inkovin. Prisotne u¢inkovine smo tako na vtoku kot tudi na iztoku
razdelili v 4 koncentracijska obmocja. Tako na vtoku kot tudi na iztoku je bilo najvec¢ u¢inkovin
prisotnih v koncentraciji nizji od 10 ng/L (16% in 13%). V primerjavi z vtokom je bilo na iztoku
manj u¢inkovin v koncentraciji 100 — 1000 ng/L in nad 1000 ng/L. Na vtoku CCN je bilo

taks$nih uc¢inkovin 8%, na iztoku pa 3%.

I1ztok CEN Sevnica

Vtok CEN Sevnica

\‘
16%

8%

* <10 ng/L
* 10 ng/L - 100 ng/L

* <10 ng/L

* 10- 100 ng/L

o “‘Q ¥ 100 - 1000 ng/L
4% * > 1000 ng/L

* ni prisotno

¥ 100 ng/L - 1000 ng/L
* > 1000 ng/L

¥ ni prisotno

Slika 4: Koncentracijsko obmodje ucinkovin v odpadni vodi CCN Sevnica (junij 2015).

Na sliki 5 so grafi¢no predstavljene koncentracije izbranih ucinkovin, ki so bile na vtoku

prisotne v koncentraciji visji od 100 ng/L. Prav tako so podane koncentracije istih u¢inkovin na

ey

ey

metformin (268,9 ng/L). Primerjava uc¢inkovin na vtoku in iztoku kaze, da se vse u¢inkovine
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niso popolnoma odstranile, in da je bila v nekaterih primerih koncentracija uc¢inkovin visja na
iztoku kot pa na vtoku CCN Sevnica (diklofenak in tramadol).

Koncentracija ucinkovin na vtoku in iztoku
CCN Sevnica (junij 2015)
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* Vtok CCN Sevnica ™ Iztok CCN Sevnica

100 ng/L (junij 2015).

4,1.2 Vzorcenje v zimskem obdobju (december 2015)

Na sliki 6 je grafi¢no prikazano koncentracijsko obmodcje u¢inkovin na vtoku in iztoku CCN
Sevnica v vzorcih, ki smo jih odvzeli v mesecu decembru. Od 111 uc¢inkovin, ki smo jih
preverjali v vzorcih CCN Sevnica v zimskem obdobju, je bilo na vtoku prisotnih 49 (44%), na
iztoku pa 38 (34%). Ucinkovine, ki so bile prisotne v odpadni vodi, smo razdelili v pet
koncentracijskih obmocij. Tako na vtoku kot na iztoku je bilo najve¢ uéinkovin prisotnih v
koncentracijskem obmo¢ju 10 — 100 ng/L (17%). Tak$nih u¢inkovin je bilo decembra 19,
medtem ko jih je bilo junija v tem koncentracijskem obmoc¢ju na vtoku devet, na iztoku pa
osem. Decembra so bile v odpadni vodi tudi uc¢inkovine v koncentraciji nad 10 pg/L. Na vtoku

sta bili taksni dve u¢inkovini (2%), na iztoku pa ena u¢inkovina (1%).
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Vtok CEN Sevnica Iztok CEN Sevnica

—
6%

* <10 ng/L
* 10- 100 ng/L
» 100 - 1000 ng/L

* <10 ng/L
* 10- 100 ng/L
» 100 - 1000 ng/L

* 1000 - 10000 ng/L 1000 - 10000 ng/L
- . ng

* > 10000 ng/L 10000 ng/L
"> ng,

¥ ni prisotno it
® ni prisotno

Slika 6: Koncentracijsko obmodje ucinkovin v odpadni vodi CCN Sevnica (december 2015).

Na sliki 7 so predstavljene uc¢inkovine, ki so bile na vtoku prisotne v koncentraciji nad 100 ng/L
in njihove koncentracije na iztoku, v kolikor so bile prisotne. Taksnih ucinkovin je bilo 22. Na
koncentracijah na vtoku CCN Sevnica sta bila prisotna kofein (31,2 pg/L) in paracetamol (89,8
ug/L). Zaznali smo tudi visoke koncentracije ciprofloksacina (4,3 pg/L) in tramadola (8,8
nad 1 pg/L pa so bili prisotni $e kofein, ciprofloksacin, diklofenak in paracetamol. Pri nekaterih
u¢inkovinah je bil uéinek ¢is¢enja 100% in jih na iztoku ni bilo, pri nekaterih pa smo zopet

opazili vi§jo koncentracijo na iztoku CCN Sevnica (npr. tramadol).

Koncentracija ucinkovin na vtoku in iztoku
CCN Sevnica (december 2015)

100000,0

10000,0

* Vtok CCN Sevnica ¥ Iztok CCN Sevnica

Slika 7: Grafi¢ni prikaz koncentracij ulinkovin, ki so bile na vtoku CCN Sevnica prisotne v
koncentraciji nad 100 ng/L (december 2015).
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4.1.3 Primerjava rezultatov poletnega in zimskega vzorcenja

V primerjavi s poletnim vzorcem je bilo v zimskem vzorcu odpadne vode prisotnih ve¢
ucinkovin tako na vtoku kot tudi na iztoku CCN Sevnica. Na vtoku je bilo poleti prisotnih 32%
uc¢inkovin, pozimi pa 43%. Na iztoku je bilo poleti prisotnih 23%, pozimi pa 34%. Primerjava
poletnega in zimskega vzorcenja je pokazala, da smo v zimskih vzorcih v odpadni vodi nasli
vi§je koncentracije antibiotikov. Junija so bile koncentracije vseh prisotnih antibiotikov na
iztoku (ofloksacin, trimetoprim, ciprofloksacin, norfloksacin in azitromicin) nizje od 10 ng/L.
Vsi antibiotiki, ki smo jih zaznali na iztoku v decembru, so bili prisotni v koncentraciji visji od
100 ng/L, ciprofloksacin celo s koncentracijo 1,5 pg/L. Obc¢utno visji sta bili decembra na vtoku
koncentraciji kofeina in paracetamola. Koncentraciji paracetamola in kofeina sta bili decembra
89,8 ug/L in 31,2 ug/L, junija pa 1,0 ug/L in 1,8 ug/L. Pri kofeinu so visoka nihanja lahko
posledica tega, da je prisoten tako v hrani in pijaci kot zdravilih. Decembra 2015 smo na iztoku
CCN Sevnica izmerili sildenafil v koncentraciji 250,6 ng/L, medtem ko junija 2015 ta
u¢inkovina v odpadni vodi CCN Sevnica ni bila prisotna. Metformin je bil po drugi strani na
vtoku prisoten v visji koncentraciji junija (3,0 pg/L) kot decembra (203,9 ng/L), na iztoku pa
smo ga zaznali samo junija (268,9 ng/L). Dolo¢ene u¢inkovine se uporabljajo sezonsko, kar
pomeni, da je pricakovano, da bodo v dolo¢enem letnem ¢asu koncentracije nekaterih u¢inkovin
vidje. Sezonsko visje koncentracije so bile opaZene na vtoku CN v Svici, saj so bile
koncentracije ciprofloksacina in norfloksacina visje v zimskih in spomladanskih mesecih.
Ciprofloksacin se uporablja za zdravljenje sezonskih bolezni kot so infekcije dihal (bronbhitis,
pljuénica) in infekcij uSes, nosu in grla (faringitis, sinusitis, vnetja uSes) [70]. Visje
koncentracije ciprofloksacina v zimskem vzorcenju smo opazili tudi v nasih rezultatih, saj je

bila koncentracija ciprofloksacina decembra na iztoku 1,5 pg/L, junija pa manj kot 10 ng/L.

Na sliki 8 je predstavljena uginkovitost ¢iséenja CCN Sevnica za izbrane uéinkovine.
Uginkovitost ¢is¢enja CCN Sevnica smo izradunali po enaébi 3. Doloéene uginkovine so imele
negativno ucinkovitost CiSenja (angl. negative removal rate), kar pomeni, da so bile
koncentracije vi§je na iztoku kot pa na vtoku. Izrazit negativni ucinek ¢iS€enja je bil opazen
decembra pri karbamazepinu in junija pri diklofenaku. Tramadol smo izmerili v visjih
koncentracijah na iztoku tako junija kot tudi decembra. Ucinkovine, pri katerih je bila
koncentracija na iztoku v obeh vzorcenjih nizja za ve¢ kot 90% so bile metformin, enalapril,
kofein, teofilin in paracetamol. Norfloksacin je bil junija prisoten v zelo podobni koncentraciji
na vtoku in iztoku CCN Sevnica (4,94 ng/L) in 4,93 ng/L. Podobno smo opazili tudi decembra

pri diklofenaku. Na vtoku je bil prisoten v koncentraciji 1,63 pg/L, na iztoku pa v koncentraciji
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1,64 pg/L. Glavni mehanizmi, ki so vkljuceni v procesu razgradnje u¢inkovin so biorazgradnja,
oksidacija, hidroliza, demetilacija, razcepitev glukoronidnih konjugatov, sorpcija na blatu ali
delcih s hidrofobnimi in elektrostatskimi interakcijami, filtracija in kemijska oksidacija [72].

Uéinkovitost ¢is¢enja CCN Sevnica [%] pri
nekaterih ucinkovinah

———diklofenak-|
paracetamol
kofein
—tramadol—
ciprofloksacin
enalapril
valsartan
—iklofenak—
teofilin
azitromicin
norfloksacin
metformin
——m

1
trimetoprim |
-100 -50 0

* December 2015  ~ Junij 2015

vew v

Slika 8: Uéinkovitost is¢enja CCN Sevnica za nekatere ucinkovine.

Razlogov za pojav vi§jih koncentracij na iztoku je lahko ve¢; nastanek metabolitov in/ali
transformacijskih produktov (glukuronski konjugati, metilati, glicinati), ki se v procesu ¢is¢enja
lahko pretvorijo nazaj v osnovno spojino (angl. parent compound) [65]. Karbamazepin in
diklofenak spadata med ucinkovine, Ki jih najpogosteje zaznajo v odpadnih vodah. Pomembni
metaboliti karbamazepina, ki se izlo¢ajo z wurinom, so 10,11-epoksikarbamazepin
(karbamazepin-epoksid) in trans-10,11-dihidrokarbamazepin (karbamazepin-diol). Pri
diklofenaku poznamo $est glavnih metabolitov, ki se izlo¢ajo z urinom, med njimi 4-hidroksi-
diklofenak in 5-hidroksi-diklofenak [71]. Dejavniki, ki vplivajo na koncentracijo u¢inkovine na
vtoku CN so red&enje zaradi vnosa industrijskih odpadnih vod, razpad uéinkovine v odto¢nih
kanalih, koli¢ina padavin in na¢in vzor¢enja. Prav tako so vi§je koncentracije na vtoku lahko
posledica u¢inka matrice, ki lahko privede do povecanja ali zmanj$anja odziva na analizni
opremi. Pri metodi trenutnega zajetja vzorca ni upostevan ¢as zadrzevanja uéinkovine na CN
in natan¢na opredelitev u¢inkovitosti odstranjevanja u¢inkovine tako ni mozna. Za natan¢nej$o

vvvvv

tem postopku zajetja vzorcev pa je lahko tezava kemicna stabilnost analitov. Za boljso
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predstavo obremenjenosti CN z uéinkovinami je potrebno vzeti v obzir, da se predvsem

lipofilne u¢inkovine lahko adsorbirajo na aktivno blato ali delce [45, 65].

4.1.4 Primerjava z drugimi drZavami

Nase rezultate smo primerjali s podatki iz drugih drzav. Primerjati podatke med drzavami je
zahtevno, saj je nabor ucinkovin, Ki jih analizirajo v odpadnih vodah, razlicen glede na
uporabljeno metodo in dosegljivost standardov uc¢inkovin. Prav tako se drzave razlikujejo po
Stevilu populacije in pogostosti uporabe dolo¢enih u¢inkovin. Na vtoku CN v Atenah (Gr¢ija)
49,8 ug/L). V visokih koncentracijah sta bila prisotna tudi paracetamol (povpr. 29,6 ug/L) in
valsartan (povpr. 8,7 pg/L) [24]. Na vtoku CCN Sevnica sta metformin in valsartan prisotna v
nizjih koncentracijah kot v Atenah tako v poletnem in zimskem vzoréenju. Na vtoku CCN
Sevnica sta bila decembra v visoki koncentraciji prisotna paracetamol (89,8 pg/L) in kofein
(31,2 pg/L). V Spaniji so izvedli dve leti dolgo $tudijo, v kateri so porocali o visokih
koncentracijah paracetamola in kofeina. Kofein je bil na vtoku CN prisoten v koncentracijah
do 59 ug/L, paracetamol pa v obmo¢ju 19,3 — 180,5 pg/L [72]. Visoke vrednosti paracetamola
in tramadola so nasli tudi na vtokih dveh CN v juznem Walesu v VB. Povpre¢na koncentracija
paracetamola je presegla 170 ug/L, tramadola pa je presegla 35 pg/L. [19]. Na vtoku CCN
Sevnica so bile koncentracije tramadola nizje. Uporaba in poraba zdravil se razlikuje glede na
drzavo; v Spaniji se iz skupine analgetikov in NSAID najbolj pogosto uporabljata u¢inkovini
paracetamol ter ibuprofen [72-74]. V Sloveniji je bil v letu 2014 paracetamol najpogosteje
predpisana uc¢inkovina, diklofenak in tramadol pa sta bila na petem in osmem mestu glede na
pogostost predpisovanja. Glede na to, da je paracetamol mogoce dobiti tudi brez recepta (OTC

lista zdravil), je poraba zdravila in obremenitev odpadnih voda se toliko visja [75].

42 RAZVOJ METODE ZA EKSTRAKCIJO UCINKOVIN 1Z RIB

Rezultati spomladanskega vzoréenja CCN Sevnica so nam bili v pomo¢ pri izbiri uginkovin,
katerih prisotnost smo kasneje ugotavljali v tkivih rib. Koncentracijsko obmocje, v katerem so
bile prisotne nekatere udinkovine na iztoku CCN Sevnica, je predstavljeno na sliki 9. V
koncentracijah nad 1 pg/L so bili prisotni naproksen, irbesartan, paracetamol, metformin in

tramadol in valsartan.

37



Jelena Topi¢ Magistrska naloga

Koncentracija uéinkovin na iztoku CCN
Sevnica (marec 2015)

>‘10 u‘/L

Slika 9: Koncentracijsko obmodje nekaterih ucinkovin na iztoku CCN Sevnica (marec 2015).
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Po pregledu literature in glede na fizikalno-kemijske lastnosti ué¢inkovin, ki so bile prisotne na
iztoku CCN Sevnica ter sposobnost biokopitenja, smo izbrali u¢inkovine: tramadol (TRM),
risperidon (RIS), dezipramin (DEZ), karbamazepin (KBZ), irbesartan (IRB), naproksen (NAP),
valsartan (VAL), atorvastatin (ATS), triklosan (TKS), simvastatin (SIS) in diklofenak (DKF).
V preglednici XV so prikazani osnovni podatki o izbranih u¢inkovinah in njihove strukturne

formule.
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Preglednica XV: Osnovni podatki o izbranih uéinkovinah za razvoj metode za ekstrakcijo uéinkovin
iz ribjega tkiva.

TRM VAL
C16H2sNO2 H C24H20N503 HC
3
logP: 2,4 J logP: 5,8 Ho
pKa: 9,41 ng pKa: 3,6 u
analgetik HsC\N A, zdravljenje
LHS hipertenzije
CH,
RIS ATS
Ca3H27FN4O2 Ca3H3sFN20s
|OgP:2,5 HC N IOgP: 57
pKa: 8,76 “Am pKa: 4,33
antipsihotik Q\{O sniZevanje
/
o—" holesterola v
krvi
TKS
CisH22N2 C12H7CI30
logP: 4,9 logP: 4,76 cl OH
pKa: 10,4 pKa: 7,9 0
antidepresiv antiseptik
cl cl
i)
CH;
KBZ SIS
C15H12N20 p— C25H330s
logP: 2,45 logP: 4,68
pKa: 13,9 zniZevanje
H-C
antiepileptik N holesterola v ’
/g krvi
HN 0
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IRB = O DKF HO o
Ca25H2sN6O H\N\N/ C14H11C2NO2
logP: 6,0 logP: 4,51
pKa: 4,08 O pKa: 4,15
zdravljenje

4(\/”‘3”3 NSAIR HN
N Cl Cl
\

hipertenzije

NAP * podatki pridobljeni iz spletnih strani:
C14H1403 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.qov/
logP: 3,18 %Ha http://www.drugbank.ca/
pKa: 4,15 ; o

NSAIR a

(@]
|
CHg

Vzorci iz okolja so kompleksni, zato moramo najprej izolirati in koncentrirati izbrane
ucinkovine iz matrice. Bioloski vzorci so $e bolj kompleksni, saj je prisotno veliko nezelenih
komponent, ki lahko ovirajo analizo (lipidi, proteini, barvila), prav tako pa je koncentracija
analitov nizka. Glede na to, da se fizikalno-kemijske lastnosti izbranih ucinkovin precej
razlikujejo (polarnost, topnost, stabilnost), je predstavljal razvoj metode, s katero bi dosegli
zadovoljiv izkoristek ekstrakcije vseh uc¢inkovin, velik izziv. Po navadi je potrebno skleniti
kompromis med eksperimentalnimi pogoji, saj le-ti po navadi niso optimalni za vsako

posamezno ucinkovino [76].

4.2.1 Optimizacija metode za ekstrakcijo u¢inkovin iz rib

4.2.1.1 Primerjava elucijskih topil

Razvoj metode smo zaceli z optimizacijo SPE postopka, ki je pomemben korak pri drugi stopnji
priprave vzorca, ko je potrebno ocistiti ekstrakt ribjega tkiva. Na uspe$nost SPE postopka
pomembno vpliva narava organskega topila za elucijo, zato smo preverili razli¢na topila in
izbrali najbolj primernega za nadaljnje poskuse po postopku opisanem v poglavju 3.2.7.
Testirali smo topila, ki se najpogosteje uporabljajo za spiranje analitov s kartus in nekatere
kombinacije teh topil (metanol in acetonitril). Za vsako topilo smo izvedli tri paralelke pri

koncentraciji analitov 32 pg/L (v analiziranem vzorcu). Izkoristek (%) smo izracunali po enacbi
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4, RSD (%) pa po enacbi 6. Rezultate smo predstavili v obliki relativnega izkoristka pri pogoju

maksimalnega izkoristka za posamezno ucinkovino (%), ki smo ga izracunali po enacbi 5
(Preglednica XVI).

Preglednica XVI: Relativni izkoristek uéinkovin pri izbranih elucijskih topilih SPE postopka.

IZKORISTEK [%] (RSD

ACN ACN:MeOH | ACN:2- | ACN:MeOH i ACN:2-

PrOH :2-PrOH PrOH

; ‘ : . 50:25:25 50:50
TRM | 145(529) | 33,6(33,7) 6,0(0,0) | 100,0 (140,2) | 10,6 (11,2) 8,7 (19,8)
RIS | 129(552) | 43,6 (44,5) 70,2 (0,3) | 100,0 (59,9) | 53,8(8,2) 69,2 (4,7)
DEZ &= 146 (482) @ 0,3 (1911) 21,6 (0,6) | 100,0 (103,8) | 28,8 (34,1) | 40,3 (17.4)
KBZ | 36,0(51,0) 751(8,4) | 100,0(11,1) | 855(17,1) | 73,0(114) 69,3 (8,1)
IRB | 100,0 (59,0) & 582 (40,6) | 2509 (3,4) 233(12,2) | 250 (1,0 25,8 (10,9)
NAP | 50,8(505) | 54,7(26,4) | 1000(2,0) : 60,4 (312) 66,9 (4,1) 57,3 (17,8)
VAL | 693(486) | 552(39,2) | 1000 (4,8) @ 88,0 (104) 95,5 (2,9) 97,3 (4,6)
ATS | 475(46)9) | 43,7(138) | 100,0(24) | 62,0 (68,6) 84,2 (2,6) 80,3 (6,7)
TKS | 381(736) | 100,0(64,6) | 87,8(7,5) 175(741) | 658(36,0) | 231 (421)
SIS 7,9 (50,2) 19,7 (29,8) 6,2 (54,7) 100,0 (0,1) | 52,1(759) | 82,7 (243)
DKF | 100,0 (49,2) | 86,5 (10,1) 80,5 (0,6) 66,1 (19,7) 77,7 (0,9) 75,3 (8,6)

Pri nobenem izmed preizkuSenih elucijskih topil ni bil izkoristek najboljsi za vse u€inkovine,
kar je bilo, glede na razli¢ne fizikalno-kemijske lastnosti u¢inkovin tudi pricakovano. Najboljse
rezultate smo dobili z ACN:MeOH = 80/20 in ACN:MeOH:2-PrOH = 50/25/25. Pri SPE-DEX
metodi za ekstrakcijo u¢inkovin iz odpadne vode se uporablja elucijsko topilo ACN:MeOH:2-
PrOH = 50/25/25 (poglavje 3.2.4.1). Za namene nasega dela pa smo se odlocili za elucijsko
topilo ACN:MeOH = 80/20, saj je bila ponovljivost postopka visja kot pri topilu
ACN:MeOH:2-PrOH = 50/25/25. Z izjemo simvastatina so bili pri topilu ACN:MeOH = 80/20
vrednosti RSD nizje od 15%. Tramadol in simvastatin sta imela izkoristek nizji od 10%, vendar
je bil izkoristek tramadola, z izjemo topila ACN:2-PrOH = 80/20, nizek tudi pri drugih topilih,
ki smo jih preverili. Pri topilu ACN:2-PrOH = 80/20 je bil sicer izkoristek v primerjavi z
ostalimi topili dosti visji, vendar je bilo sipanje rezultatov pri tem topilu za tramadol najvisje
(RSD = 140%).
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4.2.1.2 Medij za redcenje vzorca pred nanosom na SPE

Ker je uravnavanje pH vzorca pred nanosom na SPE sistem obicajna praksa pri analizi okoljskih

vzorcev, smo preverili vpliv pH medija na izkoristek ekstrakcije, z namenom ¢im bolj zmanjsati

Wew W

smo ju umerili na razli¢ne pH (postopek 3.2.6.2.). Rezultate smo predstavili v obliki relativnega

izkoristka za posamezno ucinkovino (preglednica XVII in preglednica XVIII).

Preglednica XVII: Relativni izkoristek ucinkovin, kjer smo za redc¢enje uporabili ultracisto vodo.

Relativni izkoristek [%] (RSD)

Medij za red¢enje ultracista voda

DEZ KBZ IRB NAP VAL ATS TKS SIS

pH3 1000 39,0 1000 995 735 147 64,2 34 10,3 100,0 88,0
(39 (174) (95 (165 (144 (11) (96) (420 (289 (1) (11

pH5 130 1000 267 1000 991 341 1000 1000 121 413 1000
(436) (257) (98 (@7 (@B7) (206 (66) (56) (123) (211 (6.1)

pH7 16 640 140 791 980 1000 859 914 953 699 888
10,9) (81) (16) (82 (92 (48 (41) (253) (21,0) (264) (7.2

pH9 23 716 117 829 1000 958 746 1000 1000 138 857
(151 (181) (74) (82 (68) (234) (301) (263) (90) (316) (124)

Preglednica XVIII: Relativni izkoristek ucinkovin, kjer smo za redcenje uporabili 50 mM fosfatni
pufer.

Relativni izkoristek [%] (RSD)

Medij za red¢éenje 50 mM fosfatni pufer

DEZ KBZ IRB NAP VAL ATS TKS SIS

pH3 1000 1000 1000 978 771 60,7 644 27 741 704 51
24 (2 (176) (58) (89) (164) (2300 (42 (2190 (27.4) (13,0)

pH5 277 820 498 1000 825 1000 939 343 669 722 81
65) (155 (51,1) (30) (221) (143) (3,3) (840) (0,2) (46,1) (10,7)

pH 7 4,5 484 235 84,7 1000 999 98,7 100,0 100,0 1000 32,7
(66) (69 (700 (B0 (46) (3) (9 (201) (1700 (242) (43

pH9 63 406 122 872 991 991 1000 886 61,1 144 1000
422 (74 (1) (70 (2 (15 (8 (@158 (107) (86) (35)
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Rezultati prikazani v preglednici XVII in preglednici XVII1 so pokazali, da nobena kombinacija
medija za redc¢enje, pH in elucijskega topila ni dala najboljSega izkoristka za vse ucinkovine.
RSD je visok pri pH 9 pri ultracisti vodi, saj je pri ve¢ kot polovici ué¢inkovin presegal 15%. Pri
ostalih pH je bila ponovljivost boljsa. Izbrali smo medij 50 mM fosfatni pufer pH 7 v
kombinaciji z elucijskim topilom ACN:MeOH = 80/20, saj so bili dobljeni izkoristki visoki,
RSD pa pri vec kot polovici u¢inkovin nizji od 15 %. Medij ultracista voda pH 7 v kombinaciji
z elucijskim topilom ACN:MeOH:2-PrOH = 50/25/25 je imel primerljive RSD vrednosti,
vendar so bili izkoristki pri vecini u¢inkovin nizji.

4.2.1.3 Volumen redéenja vzorca pred nanosom na SPE

Volumen redéenja supernatanta ekstrakta ribjega tkiva je pomemben parameter, saj je od njega
odvisno koliko topila je zaostalo v vzorcu. Zaostanek topila v vzorcu lahko vpliva na izkoristek

ekstrakcije, saj lahko pride do spiranja analitov pri nanosu vzorca na SPE sistem. Postopek

priprave z redCenjem supernatanta (na 10 mL ali 25 mL) je opisan v poglavju 3.2.6.3.

Zaostanek topila v vzorcu

[e—
[—

——————
[—| (RSD = 85.4 %)

60,00 80,00 100,00 120,00 140,00 160,00 180,00

* 2,5 % topila v vzorcu * 8 % topila v vzorcu

Slika 10: Graficni prikaz izkoristkov pri zaostanku topil 7 dodanimi standardimi odkloni.

Iz rezultatov, ki so prikazani na sliki 10 je razvidno, da je red¢itev supernatanta na 25 mL

(zaostanek topila 3,2%) primernejsa za vecino ucinkovin. Pri redéenju supernatanta do 10 mL
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je bil izkoristek ekstrakcije boljsi le pri triklosanu, karbamazepinu in dezipraminu. Pri
karbamazepinu in dezipraminu je bila razlika v izkoristkih okoli 5%, pri triklosanu pa je bila
razlika nekoliko vi§ja. Na osnovi teh rezultatov smo izbrali red¢itev supernatanta do 25 mL, saj
so bili izkoristki ekstrakcije v vecini primerov vi§ji, prav tako pa so bile vrednosti RSD niZzje

od 10%. Viéji izkoristki so bili pri Veéjem redéenju priéakovani saj je delez organskega topila

oo

4.2.1.4 1zbira ekstrakcijskega topila za ribja tkiva

Na izkoristek ekstrakcije u¢inkovine iz tkiva vpliva narava organskega topila, zato smo sprva
preverili razli¢na topila in izbrali najbolj primernega za nadaljnje poskuse. Uporabili smo
obicajna topila za ekstrakcijo ter nekatere kombinacije obeh najpogosteje uporabljenih topil
(MeOH in acetonitril). Postopek priprave vzorcev z izbranim ekstrakcijskim topilom je opisan

v poglavju 3.2.7. Rezultate smo predstavili v obliki relativnega izkoristka (Preglednica XI1X).

Preglednica XIX: Relativni izkoristek ulinkovin pri izbranih ekstrakcijskih topilih.

IZKORISTEK [%] (RSD)

ACN:MeO : ACN:MeO : ACN:MeO ¢ MeOH :Diklorometa: Etil acetat z Acetonitril

S R R R i
;7525 1 50:50 | 80:20
TRM | 388 | 1000 | 148 | 733 521 ; 10,7 ; 923
] i (614) i (308) g (222) i (342 g (519) i (13,6)
RIS r r !'505(65) i 40,2 (1,6) F""g‘éjé""!‘"'fbb‘,‘d"'
: : L @21 1 09
(DEZ T r r !'Zé'é'('é'éj' 261(36) ! 187 | 820
: L @549 | (139
KBZ | r !' !'23'4'5;'('6'?5' é‘é‘é‘(‘?'éj‘!‘%‘é‘?‘(&'éj‘{'"'l‘bb‘,‘d"'
: : : : ; : [ 64
IRB ] !‘ 01 !"5'5":%'(‘5‘5‘ 328(28)1 569 | 1000
: : : : ; | (128 | (9
--NKE--F ir r ir----4'-51-7----ir----]-6:5----ir----Sné:én---r---Ib-O-:d---
i i i P (109 | (51,8) 1 (228) 1 (13
VAL r "'5'9"é'(‘6'§j' 39(265) 1 1.3 1 657
! ; . ! ! (108,2) ! (48,4)
ATS T F61,0(80)]27,2(9,1) 1 1000 | 829
i i i i (1,2 i (155)
! ! ! ! !
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TR T TR A TR T T T TR T
! i i (182) i i (314) § (225) i (148)

---é-l-S---ir----7-§:§----ir---]?6-0-1-0----ir----]-I:Z----Ir---gi:é----ir---zg:é----Ir----5-5-:5----{----5-3-,‘5----
! Lo@e) P @4 1 (69 | (134 | @84 | (21

"BR’E’T""22,'5""!"'55,2""!"9'33'1"('5'5)' %3'1"33'('6'6)' lfa'z"é'('é'ij' Y T
g i (442) i i | i i (105)

Pri prvem topilu (ACN:MeOH = 75/25) zaradi tehni¢nih teZav nismo analizirali treh paralelk,
zato v preglednici X1X tudi ni podatka za RSD. Za pric¢akovati je bilo, da izbrano ekstrakcijsko
topilo ne bo najboljse za vsako ucinkovino, saj se ucinkovine zelo razlikujejo po fizikalno-
kemijskih lastnostih. Ugotovili smo, da je za ekstrakcijo najmanj primeren diklorometan, saj so
bili v tem topilu najnizji izkoristki. lzkoristki so bili pri vseh u¢inkovinah nizji od 50%, izjema
je bil diklofenak, ki pa je imel visoke izkoristke pri vseh izbranih topilih. Kot ekstrakcijsko
topilo pa smo izbrali acetonitril, saj so bili izkoristki za Sest u¢inkovin najboljsi, a tudi ve¢ina
ostalih je imela relativni izkoristek nad 80%. Ob tem pa so bili tudi RSD pri teh u¢inkovinah
nizji od 15%. Dodaten argument za acetonitril je dejstvo, da je imel karbamazepin najbol;jsi
izkoristek in nizek RSD, glede na podatke iz literature [36—38], pa smo pricakovali, da bi lahko
karbamazepin zaznali tudi v ribjem tkivu. Diklofenak je imel dokaj primerljive relativne
izkoristke pri vseh topilih, ta trend pa je bil opazen Ze predhodno. Izredno visoki absolutni
izkoristi za diklofenak (tudi nad 1000%) so nakazovali na oneciséenje sistema SPE s to

uéinkovino.

4.2.1.5 Vpliv koncentracije na izkoristek

Preverili smo tudi, kako na izkoristek ekstrakcije vpliva razlicna koncentracija u¢inkovin v
vzorcu. lzvedba je opisana v poglavju 3.2.5.2, primerjali pa smo izkoristke pri dveh
koncentracijah, ki smo jih dodali tkivu, ki se razlikujeta za faktor 10. Rezultati so predstavljeni
v preglednici XX v obliki relativnega izkoristka.

Preglednica XX: Relativni izkoristek ucinkovin pri dveh razli¢nih koncentracijah uéinkovin.

Izkoristek [%] (RSD)

TRM RIS DEZ KBZ IRB NAP VAL ATS TKS SIS

20 1000 945 1000 758 71,8 842 1000 1000 656 1000 100,0
ng/l  (207) (167) (196) (17.2) (154) (180) (9.1) (38 (181) (80) (49)

200 995 1000 929 1000 100,0 100,0 829 659 1000 555 257
g/l (32 (42 @47 G4 40 (G4 66) (6,3 (75 (71,00 41
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Rezultati so pokazali, da so izkoristki primerljivi za ve¢ino u¢inkovin pri obeh koncentracijah.
Pri tramadolu, risperidonu in dezipraminu prakti¢no ni razlik. Najveéja razlika pa je pri
opazanja, da je Slo za oneCiS€enje SPE sistema z diklofenakom. Rezultati so pri visji
koncentraciji bolj ponovljivi, kar ne preseneca, in SO primerljivi z rezultati kasnejSega

vrednotenja analizne metode (poglavje 4.3.2).

4.2.1.6 Primerjava razli¢nih mas ribjega tkiva

Nazadnje smo Zzeleli preveriti ali ekstrakcija iz razliénih mas tkiva vpliva na izkoristek
ekstrakcije posamezne ucinkovine. Ekstrakcijo in ¢is¢enje s SPE smo izvedli z izbrano maso
tkiva izvedli po postopku opisanem v poglavju 3.2.7. Rezultate smo predstavili v obliki

relativnega izkoristka v primerjavi z maksimalnim izkoristkom za posamezno u¢inkovino.

Preglednica XXI: Relativni izkoristek uéinkovin pri razliénih masah ribjega tkiva.

IZKORISTEK [%] (RSD)

300 mg 600 mg 1000 mg
TRM 94,1 100,0 68,0
(15,9) (15,3) (3,2)
RIS 100,0 97,2 65,7
(10,4) (11,4) (4,2)
DEZ 100,0 98,7 51,8
(4,8) (13,0) 4,7)
KBZ 100,0 96,8 97,9
(14,0) (11,2) (5,4)
IRB 88,1 92,9 100,0
(10,8) (12,8) (4,0
NAP 99,4 100,0 90,7
(24,1) (18,4) (5,4)
VAL 83,1 100,0 69,3
(24,2) (17,3) (6,6)
ATS 100,0 73,9 47,3
9.7 (7.6) (6,3)
TKS 100,0 79,2 79,4
(7,0) (8,8) (7.5)
SIS 100,0 87,5 69,4
(1,3) (7,9) (7,0)

DKF 100,0 82,6 6,9

(8.9) (8.8) 4.1)

Rezultati izkoristkov ucinkovin pri posamezni masi tkiva so prikazani v preglednici XXI.
Izkoristki pri masi 300 mg in 600 mg so si med seboj precej podobni, deloma pa odstopajo pri
1000 mg. Razlike v dobljenih rezultatih so deloma posledica dejstva, da smo testiranja s 1000
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mg tkiva izvajali kasneje v lo¢enem eksperimentalnem setu. To je Se posebej znacilno za
diklofenak, saj smo po odkritju onecisc¢enja, sistemati¢no pristopili k odpravi tega problema —
oneciscenje se je zmanj$alo za priblizno 10 krat (torej je to posledica razlike v relativnem
izkoristku) in absolutni izkoristek za diklofenak je dosegel realno vrednost blizu 100%. Kljub
nizjim izkoristkom za vec¢ino uc¢inkovin pri najvec;ji testirani masi tkiva, smo izbrali 1000 mg
zaradi vec razlogov. Primarno zelimo metodo, ki je ¢im bolj ponovljiva, tudi na ratun manjse
uspesnosti ekstrakcije. In vrednosti RSD so bile v tem primeru pri vseh u¢inkovinah nizje od
10%. Kot drugo, v ve¢ji masi tkiva je se nahaja ve¢ u¢inkovine in to je povezano z zmoznostjo
znizanja meje zaznave analizne metode pri uporabi ve¢je mase tkiva. Tudi iz literature smo
zasledili, da se za ekstrakcijo pogosto uporablja 1 g tkiva [35, 37, 40]. Na osnovi pregleda
literature [33, 36, 38] smo pricakovali, da bi bil lahko karbamazepin prisoten v tkivih rib,
izkoristek karbamazepin pa je bil pri masi 1000 mg primerljiv z izkoristkoma pri masi 300 mg
in 600 mg. V prihodnosti bo potrebno narediti bolj obsezno $§tudijo z uporabo razli¢nih mas

tkiva, da dobimo bolj realno sliko, kako razli¢éna masa vpliva na izkoristek ekstrakcije.

43 VREDNOTENJE METODE ZA EKSTRAKCIJO UCINKOVIN 1Z RIB

Vrednotenje ali validacija metode predstavlja zadnji korak pri razvoju in optimizaciji metode.
Gre za proces, ki ga izvajamo z namenom, da dokaZzemo, da so rezultati, ki jih dobimo z razvito
metodo zanesljivi in ponovljivi. V okviru vrednotenja metode za ekstrakcijo u¢inkovin iz rib,
smo preverjali ustreznost samega SPE postopka ter ponovljivost, to¢nost, linearnost, obmocje

metode, mejo dolocitve in izkoristek metode [69].

4.3.1 Vrednotenje SPE postopka

SPE postopek za CiS¢enje in koncentriranje vzorca je eden najbolj pomembnih korakov pri
pripravi vzorcev, tudi ribjih tkiv. Zato smo v okviru nase naloge lo¢eno vrednotili ta postopek.
Linearnost SPE smo preverjali v koncentracijskem obmocju od 0,05 pg/L do 1 pg/L (brez
vzorcev tkiva) po postopku opisanem v poglavju 3.2.8.1. Rezultati parametrov linearnosti:
determinacijski koeficient (R?) in enac¢ba regresijske premice za posamezno ué¢inkovino So

podani v preglednici XXII.

Preglednica XXII: Parametri linearnosti SPE postopka.

Ucinkovina Regresijska premica
TRM y =1121,8x — 14498 0,9967
RIS y =41317x — 34826 0,9993
DEZ y =16919x — 7222,9 0,9999
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KBZ y = 37352x — 20498 0,9998
IRB y = 120435x — 55303 0,9998
NAP y = 838,59x — 735,71 0,9999
VAL y = 6634,9x + 1999,6 0,9999
ATS y = 16542x — 21212 0,9986
TKS y =133,71x — 283,12 0,9913
SIS y =2694,7x — 4478,8 0,9973
DKF y = 875,67x + 25338 0,9650

SPE postopek, ki smo ga preverjali na vzorcih obogatenih z u¢inkovinami, je linearen v
obmo¢ju 0,05 ng/L do 1 pg/L za vse ucinkovine, razen diklofenak, saj je bila linearnost znotraj
postavljenega kriterija sprejemljivosti (R? > 0,99). Ker je bil SPE sistem v tej stopnji razvoja
metode onecisc¢en z diklofenakom, smo pred validacijo celotne analizne metode odpravili to

pomanjkljivost.
4.3.2 Vrednotenje analizne metode

Poleg samega SPE postopka smo ovrednotili tudi razvito metodo za ekstrakcijo u¢inkovin iz
ribjih tkiv. To smo storili tako, da smo preverili naslednje parametre: linearnost, to¢nost,
ponovljivost, obmocje metode in LOQ. Vrednotenje analizne metode je bilo izvedeno v skladu
s postopkom opisanim v poglavju 3.2.8.2, rezultati pa so podani v preglednici XXIII.

Preglednica XXII1: Validacijski parametri analizne metode za ekstrakcijo u¢inkovin iz ribjega
tkiva* (prilagojeno glede na ucinkovino — glej preglednico XII1).

Izkorlstek Ponovljivos : : to€nost na § to&nost na : LOQ[ng/g] : Linearnost
[%] [ tRSD [%] i LOQ 175* ng/g : obmotja
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e Linearnost

Linearnost je sposobnost metode, da znotraj dolo¢enega koncentracijskega obmocja daje
rezultate, ki so premosorazmerni s koncentracijo posameznega analita v vzorcu. Linearnost
metode za ekstrakcijo u¢inkovin iz rib smo ugotavljali v koncentracijskem obmod¢ju 1 pug/L —
50 ug/L (0,05 — 2,50 ng/g tkiva). Linearnost smo opredelili z determinacijskim koeficientom
R?. Z izjemo simvastatina je metoda za ekstrakcijo u¢inkovin iz rib linearna v obmog&ju 0,05
ng/g — 2,50 ng/g tkiva, saj so vse vrednosti ustrezale kriteriju R? > 0,99. Vrednost R? pri

simvastatinu je bila 0,97, kar ne zadostuje pogojem linearnosti.
o Tocnost

Toc¢nost metode podaje stopnjo ujemanja izraCunane koncentracije z dejansko koncentracijo
(koncentraciji 1,75 ng/g tkiva) je bila metoda to¢na za vse uéinkovine, saj so bile vrednosti
znotraj postavljenega kriterija + 20%. Pri vec€ini u€inkovin je bilo odstopanje manjse od 5%,
izjemi so bili triklosan, simvastatin in naproksen, kjer je bilo odstopanje vecje, a Se vedno
znotraj postavljenega kriterija. Preverili smo tudi to¢nosti pri LOQ koncentraciji. Pri LOQ
koncentraciji je bila metoda to¢na za vse ucinkovine, saj vrednosti ne presegajo meje 20%.
NajmanjSe odstopanje izraCunane koncentracije od dejanske koncentracije smo opazili pri
atorvasatinu in triklosanu, kjer je bila manj kot 2%. Pri karbamazepinu in naproksenu je bilo
odstopanje manjse od 10%, pri ostalih uc¢inkovinah je bilo to odstopanje visje, a Se vedno

znotraj postavljenega kriterija.
e Ponovljivost

Ponovljivost analizne metode je definirana kot natan¢nost znotraj analiznega postopka.
Vrednotimo jo kot stopnjo ujemanja rezultatov med serijo analiz istega vzorca pod enakimi
pogoji. Ponovljivost metode smo preverjali na Sestih paralelkah vzorca. Rezultate smo podali
kot RSD. Ponovljivost metode je precej dobra, saj so vrednosti RSD nizje od 8%, kar je precej
manj od postavljenega kriterija (RSD < 15%).
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e Meja dolocitve in delovno obmocje metode

Delovno obmocje metode je koncentracijsko obmocje, znotraj katerega je metoda to¢na in
natan¢na. Spodnja meja delovnega obmocja je LOQ, ki je najnizja koncentracija, pri kateri
lahko analit kvantitativno opredelimo. LOQ smo dolo¢ili v skladu s postopkom opisanim v
poglavju 3.2.8.2. Zaradi razli¢nih fizikalno-kemijskih lastnostih u¢inkovin se linearno obmocje
metode in LOQ, ki smo ga dolo¢ili, razlikuje za posamezno ucinkovino. Za ve¢ino u¢inkovin
je linearno obmocdje v nizkem ng/g koncentracijskem obmocju. Velik razpon je opazen
predvsem pri naproksenu, ki je imel tudi najvisji LOQ (50 ng/g). Pri ostalih u¢inkovinah so
LOQ vrednosti niZje ali enake 10 ng/g. Pri risperidonu, dezipraminu, karbamazepinu in

irbesartanu je bil LOQ nizji od 0,5 ng/g, pri tramadolu in simvastatinu pa 1 ng/g.
e lzkoristek ekstrakcije

Izkoristek ekstrakcije nam poda razmerje med odvzivom analita v vzorcu in odzivom v
raztopini standarda. Pove nam, kako uspesno smo ekstrahirali u¢inkovine iz tkiva. Izkoristek
ekstrakcije smo izracunali po enacbi 4. Na sliki 11 je za ilustracijo prikazan rezultat LC-MS/MS

analize vzorca po izvedenem postopku ekstrakcije u€inkovin iz ribjega tkiva.
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Slika 11: LC-MS/MS kromatogrami uéinkevin pri koncentraciji 2,50 ng/g tkiva (vrednotenje linearnosti
analizne metode za ekstrakcijo udinkovin iz rib).Poleg skupnega kromatograma (total ion chromatogram —
TIC) so prikazani tudi kromatogrami izbranih uéinkevin pri posameznih MRM prehodih.
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Izkoristki ekstrakcije se gibljejo v razponu 24,0 — 108,5%. Najboljsa izkoristka sta imela
diklofenak in karbamazepin, najnizja pa tramadol in dezipramin. Vendar so bili izkoristki
ektrakcije zelo ponovljivi, kar pa je za metodo $e bolj pomembno, kot pa sam izkoristek. Glede
na literaturne podatke smo pri¢akovali, da bi lahko v tkivu rib nasli predvsem karbamazepin in

diklofenak in pri obeh je bil izkoristek vi§ji 90%.

44  UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI UCINKOVIN V TKIVIH RIB 1Z SAVE,
TRGOVINE IN RIBOGOJNICE

Eden izmed glavnih ciljev naloge je bil preveriti ali lahko s pomocjo razvite metode ugotovimo
0z. kvantitativno ovrednotimo prisotnost izbranih u¢inkovin v tkivih rib iz razli¢nih okolij (reka
Sava, trgovina, ribogojnica). VVzorce tkiv smo pripravili po optimiziranem postopku opisanem
v poglavju 3.2.7.. Vse vzorce smo pripravili v dveh paralelkah. Pri ribi iz trgovine smo
preverjali prisotnost u¢inkovin le v misi¢nem tkivu, saj smo imeli na voljo file ribe. Pri ribi iz
Save in ribogojnice pa smo preverjali prisotnost u¢inkovin tudi v drugih tkivih. Rezultati so
predstavljeni v preglednici XXIV.

Preglednica XXIV: Vzorci ribjih tkiv, v katerih smo zaznali uéinkovine, vendar jih kvantitativno
nismo ovrednotili, ker so bile koncentracije pod LOQ.

TKIVO

RIBA MISICE JETRA  LEDVICE KOZA SKRGE
SAVA KBZ KBZ, TRM - KBZ KBZ, TRM
TRGOVINA KBZ - - - -
RIBOGOJNICA KBZ KBZ, TRM KBZ - KBZ, TRM

Riba A: reka Sava [ vrsta: podust (Chondrostoma nasus nasus)]
Riba B: trgovina  [vrsta: Sarenka (Oncorhyncus mykiss)]
Riba C: ribogojnica [vrsta: poto¢na zlatov¢ica (Salvelinus fontinalis)]

Pri ugotavljanju prisotnosti u¢inkovin v tkivih rib lahko ovrednotimo dolo¢eno u¢inkovino in s
tem podamo njeno koncentracijo v primeru, da je izraCunana koncentracija v tkivu vi§ja ali
enaka ugotovljeni LOQ. V nobenem od analiziranih vzorcev tkiv ni bila presezena LOQ za
nobeno od vkljucenih uéinkovin. Vendar sta bili dve u¢inkovini zaznavni v nekaterih ribjih
tkivih. Mejo zaznave (LOD) smo definirali kot razmerje odzivov med realnim in slepim
vzorcem veé kot 3:1. Odziv u¢inkovin je bil v teh primerih toliko visji od slepega vzorca, da
lahko trdimo, da sta tako tramadol kot karbamazepin prisotna v tkivih, ki so podani v

Preglednica XXI1V. V analiziranih vzorcih se je nakazovala tudi prisotnost diklofenaka, a zaradi

51



Jelena Topi¢ Magistrska naloga

Vv W

tezav z onecis¢enjem SPE sistema, ne moremo z gotovostjo zatrditi, da je diklofenak prisoten

v vzorcih ribjih tkiv.

Karbamazepin je bil prisoten v vseh treh ribah v vseh tkivih, tramadol pa je bil prisoten v dveh
ribah, in sicer pri obeh tako v Skrgah kot jetrih. Ker so bile ugotovljene koncentracije nizje od
LOQ, to¢ne koncentracije nismo uspeli kvantitativno ovrednotiti. Tako v ribi iz Save kot tudi
iz ribogojnice je bilo karbamazepina ve¢ v Skrgah. Ocenjena najvi§ja koncentracija
karbamazepina v ribjem tkivu iz Save je bila okoli 0,02 ng/g. Ocenjena koncentracija tramadola
je bila v skrgah in jetrih v ribi iz Save okoli 0,02 ng/g. Pri ribi iz ribogojnice je bila koncentracija
tramadola v skrgah in jetrih priblizno dvakrat vi§ja kot pa v Savi. Mozna razlaga za to je, da je
ribogojnica zaprt sistem, Kjer ni takSnega pretoka, kot v rekah. Analizirali smo tudi vodo iz
ribogojnice in ugotovili, da so bile v vodi prisotne tri u¢inkovine: TRM, ciprofloksacin in

norfloksacin, kar posredno potrjuje nase ugotovitve.

Zaradi stalnih izpustov u¢inkovin v okolje, so vodni organizmi, ki naseljujejo vode, v katere se
stekajo iztoki CN, $e posebej dovzetni za biokopienje teh spojin v svojih tkivih, kljub nizki
koncentraciji ucinkovin v vodah [76]. Ribe so zaradi svojega Zivljenjskega prostora in
fizioloSkih znacilnosti Se posebej dovzetne za privzem ucinkovin, Ki so prisotne v vodah [77].
Vecina izvedenih $tudij o biokopic¢enju uc¢inkovin v okolju je bilo izvedenih na ribah [76].
Tramadol so nasli na Svedskem v plazmi re¢nih rib, in sicer v koncentracijah 1,2 — 1,9 ng/mL
[78]. Tramadol smo zaznali tudi v okviru nase raziskave v vzorcih $krg in jeter, v miSicah pa ni
bil prisoten. V primerjavi s karbamazepinom je tramadol bolj polaren, in smo zato pri¢akovali,
da bi ga lahko nasli predvsem v jetrih, kjer poteka metabolizem. V Spaniji so ugotavljali
prisotnost 20 ucinkovin in izbranih metabolitov. Karbamazepin so nasli v vzorcu jeter v
koncentraciji 17,9 ng/g tkiva. V homogenizatu ribe so izmerili diklofenak v koncentraciji 8,8
ng/g tkiva [35]. Ostale ucinkovine, ki so bile vklju¢ene v tej Studiji, z naSo metodo nismo
vrednotili. V studiji izvedeni na Floridi v ZDA so razvili metodo za spremljanje 11 u¢inkovin
v homogenizatu ribe in v homogenizatu nasli karbamazepin. Povpre¢na koncentracija je bila
0,20 ng/g [36]. V ZDA so v Teksasu izvedli tudi Studijo za ugotavljanje 23 u¢inkovin in dveh
metabolitov v tkivu rib. V vseh vzorcih so izmerili norfluoksetin (metabolit fluoksetina),
diltiazem, difenhidramin in tudi karbamazepin. Povprec¢na koncentracija karbamazepina je bila
1,16 ng/g [37]. LOQ za karbamazepin je 0,12 ng/g, kar pomeni, da je ta metoda priblizno trikrat
bolj obcutljiva od nase metode, vendar Se vseeno premalo, da bi kvantificirala karbamazepin v
testiranih vzorcih iz nase raziskave. Diklofenaka in drugih ucinkovin, ki so vkljuceni v naso

metodo, z objavljeno metodo niso vrednotili [36].
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Pri vecini $tudij izvedenih na ribah se osredotocajo na eno skupino ucinkovin, saj je zaradi
podobnih fizikalno-kemijskih lastnosti spojin metodo lazje optimizirati [76]. Med najbolj
pogoste ucéinkovine, ki jih analizirajo v tkivih rib so antidepresivi, ki spadajo v skupino SSRI
(fluoksetin, sertralin, citalopram, paroksetin). Spremljali so jih v Kanadi [79] in ZDA [32, 80].
Prav tako se v tkivih rib pogosto analizirajo antibiotiki, ki se uporabljajo v veterinarski in
humani medicini [81-84]. V Gr¢iji so razvili metodo za 115 uéinkovin, Ki se uporabljajo v

veterinarski in humani medicini, med njimi je vec¢ kot 40 antibiotikov iz razli¢nih skupin [85].

Ucinkovine delujejo tako, da ciljajo specificne metabolne in molekularne poti pri ljudeh in
zivalih, a imajo lahko tudi pomembne nezelene ucinke. Z vnasanjem ucinkovin v okolje (glej
Slika 1) lahko delujejo tudi na ne-tar¢ne organizme, ki imajo enake ali podobne tar¢ne organe,
tkiva, celice ali biomolekule, kot ljudje. Nekateri receptorji pri Zivalih so podobni kot pri ljudeh,
drugi pa so razliéni ali pa jih ni, zato se lahko izrazajo druga¢ni uéinki uéinkovine pri Zivalih
nizje na taksonomski lestvici [1]. Glede na to, da so izpusti u¢inkovin v vodno okolje stalni in
so jim ribe izpostavljene skozi celoten zivljenjski cikel, je potrebno vzeti v obzir, da je zaradi
dolgotrajne in kroni¢ne izpostavljenosti in biokopicenja nekaterih uc¢inkovin, ve¢ja moznost
negativnih u¢inkov, ki jih lahko imajo u¢inkovine prisotne v vodi in sedimentu, na ribe [77].
Studije so pokazale, da je lahko diklofenak prisoten v povrinski vodi, kamor se stekajo izpusti
CN, v koncentracijskem obmo¢&ju, ki je toksi¢no za ribe in nevretendarje [31]. Diklofenak je
povzrocil citoloske spremembe v ledvicah, jetrih in $krgah Sarenke (Oncorhynchus mykiss) pri
koncentraciji 1 ug/L [86], histoloSke spremembe (lezije na ledvicah in spremembe §krg) pa pri
koncentraciji 5 ug/L [87]. Glede na visoke koncentracije diklofenaka na iztoku CCN Sevnica
(1,6 png/L) domnevamo, da je diklofenak prisoten tudi v povrsinskih vodah. Onecis¢enje na
sistemu SPE, Ki je verjetno posledica tega, da se odpadna voda analizira na istem sistemu, je
onemogocilo, da bi lahko z gotovostjo zatrdili, da je bil diklofenak prisoten v ribah, ki smo jih

analizirali.

Koncentracije uc¢inkovin so v tkivih rib nizke, zato je malo moznosti, da bi lahko prislo do
akutnih ucinkov v ribah. V analiziranih vzorcih so bile koncentracije tramadola in
karbamazepina pod LOQ, ocenjena koncentracija za obe ucinkovini Vv ribi iz Save je bila
priblizno 0,02 ng/g. Kljub temu je potrebno imeti v mislih morebitne udinke mesanice
ucinkovin, Se posebej pri uc¢inkovinah, ki imajo podoben nacin delovanja. V takih primerih
lahko pride do aditivnih ali sinergisti¢nih u¢inkov, ki jih ni mo¢ zaznati v kolikor ugotavljamo

toksi¢nost posamezne uéinkovine [47, 77]. Studija je pokazala, da je toksi¢nost diklofenaka in
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ibuprofena pri vodnih bolhah (Daphnia sp.) aditivna; toksi¢nost obeh u¢inkovin skupaj je bila

vi§ja kot toksi¢nost posamezne u¢inkovine[47].
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5 ZAKLJUCEK

V magistrski nalogi smo se osredoto¢ili na razvoj in optimizacijo preprostega postopka
ekstrakcije izbranih uc¢inkovin iz ribjega tkiva. Cilj naloge je bil uporabiti metodo na realnih

vzorcih ribe iz reke Save in tudi Sirse.

Najprej smo vrednotili prisotnost u¢inkovin v odpadni vodi CCN Sevnica (vtok in iztok) z
metodo SPE-DEX, ki je bila predhodno razvita in se uporablja v laboratorijih na Katedri za
biofarmacijo in farmakokinetiko. Odpadno vodo CCN Sevnica smo vzoréili trikrat; marca
2015, junija 2015 in decembra 2015. Marca 2015 so bili na iztoku CCN Sevnica prisotni
naproksen, irbesartan, paracetamol, metformin in valsartan v koncentracijah visjih od 1 pg/L.
Rezultati so ham bili v pomo¢ pri izbiri u¢inkovin za razvoj metode za vrednotenje uc¢inkovin
v ribjih tkivih. V obzir smo vzeli tudi fizikalno-kemijske lastnosti in moznosti biokopicenja
uc¢inkovin. Izbrali smo tramadol, risperidon, dezipramin, karbamazepin, irbesartan, naproksen,
valsartan, atorvastatin, triklosan, simvastain in diklofenak. Junija 2015 je bilo na vtoku prisotnih
32%, decembra 2015 pa 43% od 111 analiziranih uéinkovin v razlicnem koncentracijskem
obmod¢ju. Na iztoku so bile koncentracije uc¢inkovin pravilomanizje, tako junija kot tudi
decembra pa je bil tramadol na iztoku prisoten v koncentraciji visji od 1 pg/L. V primerjavi z
junijem 2015 je bilo decembra 2015 v odpadni vodi CCN Sevnica mo¢ opaziti ve¢ uéinkovin v

vi§jih koncentracijah.

Pri razvoju metode ekstrakcije u¢inkovin iz rib smo uporabili vzorce misi¢nega tkiva. V okviru
razvoja metode smo preverjali razlicne parametre, kot so elucijska topila, ekstrakcijska topila,
medij za redCenje ekstrakta ali uporaba razli¢ne mase tkiv za ekstrakcijo. Optimizirana metoda
temelji na homogenizaciji tkiva z nerjave¢imi jeklenimi kroglicami, ki ji sledi ekstrakcija z
acetonitrilom, centrifugiranje in ¢iSCenje vzorca z ekstrakcijo na trdnem nosilcu.
Instrumentalno analizo smo izvedli z LC-MS/MS. Najvisje in najbolj ponovljive izkoristke smo
dobili, ¢e smo supernatant ekstrakta ribjega tkiva pred SPE red¢ili do 25 mL s 50 mM fosfatnim

pufrom, uravnanim na pH 7.

Metodo smo validirali in dolo¢ili obmocje linearnosti, ki je v razponu od 0,1 — 1000 ng/qg tkiva,
odvisno od posamezne ucinkovine. Meje dolocitve so v razponu od 0,1 — 10 ng/g tkiva, le za
naproksen je ta meja vi§ja. Ponovljivost metode je dobra, saj so bili relativni standardni odkloni
pri vseh u¢inkovinah nizji od 7,5%. Izkoristki ekstrakcije so v obmo¢ju med 24,0 in 108,5%.
Metodo smo nato uporabili za ugotavljanje izbranih ucinkovin v ribah iz Save, trgovine in

ribogojnice. Analizirali smo posamezna ribja tkiva in sicer miSice, jetra, ledvica, kozo in Skrge.
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Rezultati so pokazali, da sta v nekaterih vzorcih prisotna karbamazepin in tramadol, vendar sta

oba pod mejo dolo¢itve. Ocenjena najvisja koncentracija obeh ucinkovin je 0,02 ng/g tkiva.

Smiselno bi bilo vzoréiti tudi povriinsko vodo iz Save nizvodno od iztoka CCN Sevnica, saj bi
tako dobili vpogled v faktor red¢enja in kaksna je koncentracija ucinkovin v rekah. Glede na
to, da nekatere ribe naseljujejo dno reke, bi bilo smiselno preverjati tudi prisotnost u¢inkovin v
sedimentu. Pojavnost u¢inkovin v organizmih in vodah je antropogenega izvora in zavedati se
moramo, da v okolje vnasamo spojine, ki lahko potencialno skodljivo u¢inkujejo na organizme.
Ceprav so koncentracije u¢inkovin v organizmih nizke, je potrebno razmisljati o u¢inkih
dolgoro¢ne izpostavljenosti organizmov. Ker so ribe pomemben del nase prehrane, smo tudi

ljudje izpostavljeni vnosu razli¢nih u¢inkovin v svoja telesa s hrano.
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