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R-AH-1

Procena ekotoksikoloskog rizika veStackih zasladivac¢a saharina i
sukraloze u re¢noj vodi na teritoriji Beograda

Eleonora Z. Gvozdi¢', Ivana V. Mati¢ Bujagi¢®, Tatjana M. Purki¢’, Svetlana D. Gruji¢’
"Inovacioni centar Tehnolosko-metalurskog fakulteta, Karnegijeva 4, 11000 Beograd, Srbija
2Akademija tehnickih strukovnih studija Beograd, Odsek Beogradska politehnika, Katarine Ambrozi¢ 3, 11000
Beograd, Srbija
’Univerzitet u Beogradu, Tehnolosko-metalurski fakultet, Karnegijeva 4, 11000 Beograd, Srbija

Vestacki zasladivaci saharin i sukraloza predstavljaju emergentne zagadujuce materije Cije
prisustvo u akvati¢nim ekosistemima moZe negativno uticati na osetljive organizme.
Veoma su postojani u Zivotnoj sredini, a posebno je zabrinjavajue njihovo toksi¢no
dejstvo na planktonske vrste. U ovom radu je izvrSena HPLC-MS/MS analiza tragova
saharina i sukraloze u pet uzoraka re¢ne vode iz Save i Dunava na teritoriji Beograda radi
procene prisustva i odredivanja ekotoksikoloskog rizika. Rezultati su pokazali da
detektovane koncentracije ovih zasladivaga u reci Dunav (do 396 ng L™ za saharin i do
349 ng L™ za sukralozu) pokazuju nizak ekotoksikoloski rizik za vodene organizme, ali
zbog “koktel efekta” njihov kumulativni doprinos moZe predstavljati ve¢i rizik po vodeni
svet.

Uvod

Saharin i sukraloza su Siroko zastupljeni vestacki zasladivaci u hrani i picu, ¢ija je moc
zasladivanja nekoliko stotina puta veéa od obi¢nog Secera. Posto se ne metaboliSu u
ljudskom telu, putem kanalizacije dospevaju nepromenjeni u akvaticne ekosisteme.
Postojani su u Zivotnoj sredini, posebno sukraloza, $to ih ¢ini idealnim indikatorima
zagadenja komunalnim otpadnim vodama [1]. Ubrajaju se u emergentne zagadujucée
materije Cije se prisustvo moze detektovati u Zivotnoj sredini, ali koje nisu ukljucene u
programe monitoringa voda i €iji toksi¢ni efekti jo§ uvek nisu dovoljno istraZeni [1].
Nekoliko toksikoloskih studija je pokazalo da ove supstance mogu da imaju Stetne efekte
po Zivi svet u vodi utiCuéi na ponaSanje i reprodukciju kod ispitivanih vrsta [2]. Takode,
zabrinjavajuc¢a je cCinjenica da prisustvo sukraloze moZe ometati proces fotosinteze,
narocito kod algi.

U ovom radu je opisana analiza tragova saharina i sukraloze u uzorcima reka Save i
Dunava na teritoriji Beograda, kao i procena ekotoksikoloskog uticaja na vodene
organizme. Ekotoksikoloski rizik je odreden na osnovu eksperimentalnih PNEC (eng.
predicted no-effect concentration) vrednosti dobijenih iz NORMAN-ove (eng. Network of
reference laboratories, research centres and related organisations for monitoring of
emerging environmental substances) ekotoksikoloske baze podataka. Uzorci vode su
analizirani metodom tecne hromatografije visokih performansi u sprezi sa tandem
masenom spektrometrijom (eng. high performance liquid chromatography—tandem mass
spectrometry, HPLC-MS/MS).
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Eksperimentalni deo

Analiticki standard saharina i sukraloze su nabavljeni od proizvodaca Sigma-Aldrich (Sent
Luis, SAD). Metanol (HPLC Cc¢istoée) je nabavljen od proizvodaca J.T. Baker (Glivice,
Poljska). Amonijum-acetat je kupljen od proizvodaca Fisher Chemical (Lafboro, Velika
Britanija). Za podeSavanje pH vrednosti tokom pripreme uzoraka vode koriS¢ena je
sir¢etna kiselina analiti¢ke Cistoce.

Uzorci re€ne vode su sakupljeni na teritoriji Beograda: dva iz reke Save (SAVAI1, SAVA2)
i tri iz reke Dunav (DUNAV1, DUNAV2 i DUNAV3). Uzorci su ¢uvani u plasticnim
bocama od 1 L, u zamrzivacu, bez dodatka konzervansa, do analize. Za izolovanje i
koncentrovanje vestackih zasladivaca koris¢ena je metoda ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (eng.
solid-phase extraction, SPE) uz upotrebu Oasis HLB kertridZza kao adsorbensa. Pre SPE
procedure, uzorci su odmrznuti i filtrirani kroz filtere od staklenih vlakana, veliine pora
1-3 pm. Na pakovanje SPE kolone je nanoSeno 50 mL uzorka recne vode sa podeSenom
pH vrednoscu na 3,0. Zasladivaci su eluirani sa adsorbensa pomoc¢u 10 mL metanola, a
zatim su dobijeni ekstrakti uparavani do zapremine od 1 mL.

HPLC-MS/MS analiza zasladiva¢a saharina i sukraloze je izvriena na Dionex UltiMate®
3000 HPLC sistemu u sprezi sa LTQ XL linearnim jonskim trapom kao masenim
analizatorom, proizvodaca Thermo Fisher Scientific (Voltam, SAD). Kao jonizaciona
tehnika je kori§¢ena elektrosprej jonizacija u negativhom reZimu rada. Za hromatografsko
razdvajanje zasladivaca koriS¢ena je reverzno-fazna kolona Luna C8 (3,0 mm x 150 mm x
3 um), proizvodaca Phenomenex (Torans, SAD). Kao rastvaraci u mobilnoj fazi koriS¢eni
su metanol i voda, uz dodatak 0,1 mol L™ rastvora amonijum-acetata kao aditiva. U
maseno-spektrometrijskoj analizi koriS¢ene su karakteristicne reakcije fragmentacije za
kvantitativno odredivanje saharina i sukraloze, kao i za potvrdu prisustva ovih analita u
recnoj vodi, koje su odabrane u prethodnom istraZivanju [3].

Procena ekotoksikoloskog rizika je izvrSena izraCunavanjem koeficijenta rizika (eng. risk
quotient, RQ) za detektovane zasladivace deljenjem detektovanih koncentracija u recnoj
vodi sa odgovaraju¢om PNEC vredno$éu za odabrani zasladiva¢ iz NORMAN-ove
ekotoksikoloske baze podataka [4], koja pokazuje grani¢nu vrednost koja ne izaziva
ekotoksicne efekte kod slatkovodnih organizama.

Rezultati i diskusija

HPLC-MS/MS analizom uzoraka reéne vode iz Save i Dunava utvrdeno je prisustvo
sukraloze u svim uzorcima, kao i saharina u tri uzorka. Koncentracije detektovanih
zasladivaca su prikazane u tabeli 1.
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Tabela 1. Koncentracije detektovanih vestackih zasladivaca saharina i sukraloze u re¢noj
vodi (ng LYi koeficijenti rizika (RQ) za slatkovodne organizme.

Reka Sava
SAVAI1 104 £ 19 0,003 111 +23 0,004
SAVA2 - - 68 +7 0,002
Reka Dunav
DUNAV1 92 +19 0,002 89+9 0,003
DUNAV2 396 + 37 0,011 206 + 18 0,007
DUNAV3 - - 349 + 36 0,012

Uzimajuc¢i u obzir PNEC vrednost za saharin dobijenu iz NORMAN:-ove ekotoksikoloske
baze podataka (35,9 ug L™"), utvrdeno je da pri detektovanim koncentracijama u reci Savi
ne postoji rizik za akvati¢ne organizme (RQ manji od 0,01), dok u Dunavu (DUNAV?2)
registrovan nivo saharina pokazuje nizak ekotoksikoloski rizik (RQ izmedu 0,01 i 0,1).
Takode, na osnovu eksperimentalno ustanovljenih PNEC vrednosti za sukralozu (29,7
ug L™), u reci Savi nisu zabeleZene koncentracije koje mogu da izazovu toksi¢ne efekte. S
druge strane, u Dunavu (DUNAV3) detektovan nivo sukraloze od 349 ng L' ukazuje na
nizak ekotoksikoloski rizik (RQ izmedu 0,011 0,1).

PoviSene koncentracije na lokalitetima na Dunavu (DUNAV2 i DUNAV3) se mogu
objasniti pozicijom nizvodno od velikih gradskih kanalizacionih ispusta iz kojih se u reku
direktno ispusta netretirana komunalna voda. Iako detektovane koncentracije zasladivaca
predstavljaju nizak rizik po vodene organizme, postoji mogucénost povecanja
ekotoksikoloskog rizika tokom letnjeg perioda kada se pri visokim dnevnim
temperaturama i niZim vodostajima mogu detektovati visoke koncentracije, Sto je
primeéeno kod velikog broja evropskih reka (do 1pgL™) [5]. Dodatno, niske
koncentracije pojedinacnih zasladivaca sumarno doprinose poveéanju ekotoksikoloSkog
rizika zbog tzv. , koktel efekta® [6].

Zakljucak

HPLC-MS/MS analizom uzoraka re¢ne vode potvrdeno je prisustvo saharina i sukraloze u
Savi i Dunavu (do 396 ng L' za saharin i do 349 ng L' za sukralozu), kao rezultat
konstantnog ispuStanja netretiranih komunalnih voda u reke. Na osnovu izmerenih
koncentracija zasladivaca u reci Savi nije utvrden ekotoksikoloski rizik, dok je u Dunavu
zabeleZzen nizak rizik za oba zasladiva¢a. Uzimaju¢i u obzir povecanje koncentracija
zasladivaca u letnjem periodu, kao i njihov zbirni doprinos, postoji mogucénost povecanja
ekotoksikoloskog rizika po Zivi svet u re¢noj vodi.
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