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KARDIOVASKULARNI LEKOVI U RECNOJ VODI BEOGRADA

Ljiljana Tolié¢ Stojadinovié', Inovacioni centar Tehnolosko-metalurskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu
Eleonora Gvozdic?, Inovacioni centar Tehnolosko-metalurskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu
Svetlana Grujic®, Tehnolosko-metalurski fakultet, Univerzitet u Beogradu
Nikolina Anti¢*, Carinska laboratorija-Uprava Carina u Beogradu
Tatjana Purki®, TehnoloSko-metalurski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Apstrakt: Glavni put dospevanja lekova u zZivotnu sredinu su komunalne otpadne vode. U regionu
Beograda, otpadne vode se direktno ispustaju u reke Savu i Dunav, $to negativno utic¢e na kvalitet
recne vode. Zbog svoje postojanosti i bioloSke aktivnosti, lekovi mogu imati veoma Stetan uticaj na
zivi svet u vodenoj sredini. U ovoj studiji je ispitivano prisustvo pet najcesc¢e koriséenih
kardiovaskularnih lekova u recnoj vodi Beograda, kao i u odgovarajuéim otpadnim vodama. Za
ekstrakciju uzoraka vode koriscena je prethodno razvijena metoda za odredivanje lekova u
razlicitim vodenim matricama. Dobijeni ekstrakti su analizirani metodom tecne hromatografije u
sprezi sa tandem masenom spektrometrijom, uz korisc¢enje elektrosprej jonizacione tehnike.
Rezultati su pokazali da su najcesée detektovani kardiovaskularni lekovi i u povrsinskim i u
otpadnim vodama bili metoprolol i bisoprolol, koji se na osnovu dosadasnjih ekotoksikoloskih
istraZivanja smatraju Stetnim za vodene organizme.

Kljuéne redi: kardiovaskularni lekovi, re¢na voda, otpadne vode, te¢na hromatografija—tandem
masena spektrometrija

CARDIOVASCULAR DRUGS IN RIVER WATER OF BELGRADE

Abstract: The main route of pharmaceuticals entry into the environment is municipal wastewater.
In the Belgrade region, wastewater is directly discharged into the Sava and the Danube rivers,
which negatively affects the river water quality. Due to their persistence and biological activity,
drugs can have a detrimental effect on biota in the aquatic environment. In this study, the presence
of the five most commonly used cardiovascular drugs in the river water of Belgrade, as well as in
corresponding wastewater, was investigated. For the extraction of water samples, a previously
developed method for the detection of pharmaceuticals in different water matrices was used. The
obtained extracts were analyzed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry, using the
electrospray ionization technique. The results showed that the most frequently detected
cardiovascular drugs in both surface and wastewater were metoprolol and bisoprolol, which are
considered to be harmful to aquatic organisms based on previous ecotoxicological studies.
Keywords: cardiovascular drugs, river water, wastewater, liquid chromatography-tandem mass
spectrometry
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1. uvOD

Lekovi imaju Siroku primenu u humanoj i veterinarskoj medicini i najve¢im delom se ispustaju u
zivotnu sredinu putem komunalnih otpadnih voda, ali i otpada iz bolnica, sa farmi ili deponija, zbog
nepravilnog odlaganja neiskoris¢enih lekova [1]. Kao posledica njihove povecane proizvodnje i
potros$nje lekovi se Cesto detektuju u povrsinskoj vodi u koncentracijama koje mogu biti Stetne za
vodene organizme [1,2]. Medutim, jo§ uvek ne postoje propisane maksimalno dozvoljene
koncentracije lekova u vodenoj sredini. Dodatno, podaci o dugotrajpom uticaju tragova lekova na
zivi svet u vodi Su ogranieni. S obzirom na to da u Beogradu ne postoje postrojenja za
precis¢avanje otpadnih voda, one se ispustaju direktno u reke Savu i Dunav, zbog Cega je zagadenje
povrsinskih voda znacajno, a potencijalno su ugrozeni vodeni organizmi.

Cilj ovog rada je odredivanje koncentracije odabranih kardiovaskularnih lekova u beogradskim
rekama 1 odgovaraju¢oj otpadnoj vodi u svrhu procene uticaja ispustanja netretirane komunalne
otpadne vode na kvalitet povrSinske vode u Beogradu. Za analizu su odabrani najces¢e korisc¢eni
kardiovaskularni lekovi u Srbiji. Za identifikaciju i kvantitativno odredivanje odabranih analita
koriS¢ena je metoda tecne hromatografije u sprezi sa tandem masenom spektrometrijom (HPLC-
MS/MS, eng. high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry).

2. METODE
2.1 Reagensi i hemikalije

Za ovu studiju je odabrano pet najceS¢e koris¢enih kardiovaskularnih lekova: metoprolol i
bisoprolol (antihipertenzivi, B-blokatori), enalapril i cilazapril (antihipertenzivi, ACE inhibitori) i
atorvastatin (antihiperlipemik, statin). Analiti¢ki standardi odabranih lekova visoke Cisto¢e (> 90%)
su dobijeni od farmaceutske kompanije Hemofarm, ¢lana STADA grupe (VrSac, Srbija). Osnovni
standardni rastvori lekova koncentracije 100 ug ml~ su pripremljeni u metanolu. Radni standardi su
pripremljeni mesanjem standardnih rastvora svakog leka i razblazivanjem metanolom. Svi rastvori
su ¢uvani u zamrzivacu na temperaturi od —4°C. Svi koriS¢eni rastvara¢i proizvodaca Sigma-
Aldrich (St. Louis, SAD) su bili HPLC C¢isto¢e. Dejonizovana voda je dobijena propustanjem
destilovane vode kroz GenPure sistem (TKA, Niederelbert, Nemacka).

2.2 HPLC-MS/MS analiza

Za HPLC-MS/MS analizu je koris¢en Dionex UltiMate® 3000 HPLC sistemu u sprezi sa LTQ XL
linearnim jonskim trapom kao masenim detektorom, proizvoda¢a Thermo Fisher Scientific
(Voltam, SAD). Hromatografsko razdvajanje ispitivanih analita je izvrSeno na reverzno-faznoj
koloni Zorbax Eclipse® XDB-C18, dimenzija 75 mm x 4,6 mm ID i veli¢ine &estica 3,5 pm.
Mobilna faza sastojala se od vode (A), metanola (B) i 10% sircetne kiseline (C). Gradijent mobilne
faze se menjao na slede¢i nac¢in: 0 min, B 33%, C 2%; 12 min, B 98%, C 2%; 15 min, B 98%, C
2%. Potom su ponovo uspostavljeni pocetni uslovi i zadrzani tokom 15 min. Zapremina od 10 pl
finalnog ekstrakta je injektovana u HPLC sistem. Pri masenoj spektrometriji je koris¢ena
elektrosprej jonizaciona tehnika, a svi lekovi su analizirani u pozitivhom rezimu rada. Optimalni
parametri jonskog izvora bili su: napon izvora (4,5 kV), protok azota (25 au, eng. arbitrary units, na
skali opsega 0-100 koji je definisan LTQ XL sistemom) i temperatura kapilare (290 °C).

2.3 Prikupljanje i priprema uzoraka
Uzorci otpadnih voda su prikupljeni sa tri ispusta komunalnih otpadnih voda u Beogradu (uzorci

01-03), dok su odgovaraju¢e povrsinske vode sakupljane nizvodno u rekama Savi i Dunavu
(uzorci P1-P3, Slika 1). Za pripremu uzoraka je koriS¢ena prethodno razvijena metoda za
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odredivanje lekova u razli¢itim vodenim matricama [3]. Za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPE, eng.
solid-phase extraction) su koris¢ene OASIS HLB kolone (Waters, Milford, SAD) koje su
pripremane nanosenjem 5 ml smeSe rastvara¢a metanol-dihlormetan (1:1) i 10 ml dejonizovane
vode. Zatim je vr$eno nanoSenje 100 ml uzorka vode podesene pH vrednosti na 6. Potom je kolona
susena 10 min, a eluiranje je vrseno sa 15 ml smese metanol-dihlormetan (1:1). Dobijeni ekstrakt je
uparen do suva u struji azota u vodenom kupatilu na 30 °C, a zatim rekonstituisan u metanolu do
zapremine od 1 ml. Ovako dobijen ekstrakt filtriran je kroz poli(viniliden fluorid) (PVDF) filter
(Roth, Karlsue, Nemacka) veli¢ine pora 0,45 um i zatim analiziran.
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Slika 1. Mesta uzorkovanja otpadnih (01—03) i odgovarajué¢ih povrsinskih (P1-P3) voda
Izvor: https://mww.planplus.rs/

3. REZULTATI I DISKUSIJA

Svi analizirani kardiovaskularni lekovi su detektovani u otpadnoj vodi Beograda (Tabela 1) u
opsegu koncentracija od 15 ng I* (cilazapril) do 434 ng I (metoprolol). Najvise analita
detektovano je na mernom mestu O1, §to se moZe objasniti ¢injenicom da se upravo ovde (Sajam)
sakuplja najveca koli¢ina otpadne vode Beograda. U analiziranim uzorcima povrSinskih voda su
detektovani lekovi u opsegu koncentracija od 5 ng I* (bisoprolol) do 132 ng I* (metoprolol).
Dobijeni rezultati pokazuju da kao posledica ispustanja netretirane komunalne otpadne vode
direktno u reke dolazi do znacajne kontaminacije povrsinskih voda Beograda. Naj¢esée detektovani
lekovi u povrSinskim vodama su metoprolol i bisoprolol, sto je u skladu sa drugim studijama u
kojima su ovi lekovi medu najéesce detektovanim kardiovaskularnim lekovima u vodenoj sredini
[4,5]. Prisustvo ovih lekova u povrSinskoj vodi mozZe predstavljati opasnost za vodene organizme
jer su ekotoksikoloske studije pokazale da prouzrokuju niz poremecaja kod odredenih vrsta riba i
algi [5,6,7].

Tabela 1. Kardiovaskularni lekovi detektovani u beogradskoj otpadnoj (O1-03) i
odgovarajucoj povrsinskoj (P1-P3) vodi
Izvor: lzvorno autorsko

. Koncentracija (SD), ng I
Lekovi 01 P1 02 P2 03 P3
Metoprolol 290 (22) | 107 (13) | 434 (58) | 82 (14) | 305 (32) | 132 (12)
Bisoprolol 63(11) | 11(1) | 118(22) | 5(1) 49(8) | 19 (2)
Enalapril 155 (12) - 240 (51) - 174 (17) -
Cilazapril 15 (2) - 22 (4) - - -
Atorvastatin 71 (5) - - - - -
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U uzorcima re¢ne vode koji su sakupljeni nizvodno od odgovarajuc¢ih ispusta otpadne vode
pronadene su nize koncentracije lekova od onih detektovanih u otpadnim vodama, ili nije bilo
moguce detektovati odredene lekove, Sto ukazuje na efekat razblazenja (tabela 1). Medutim, u
slucaju metoprolola, razblazenje nije toliko izrazeno kao kod drugih lekova, sto ukazuje na to da je
prisustvo ovog leka najveca opasnost za zivi svet u vodi. Takode, kada su vodeni organizmi izlozeni
malim koncentracijama leka tokom dugog vremenskog perioda, negativan uticaj se akumulira i
moze do¢i do znacajnih posledica kada se postigne visok kumulativni nivo [1]. Pored toga,
prisustvo viSe razli¢itih lekova koji se mogu naci u Zivotnoj sredini, iako su prisutni u malim
koncentracijama, moze imati veci uticaj zbog sinergetskog efekta individualnih supstanci.

4. ZAKLJUCAK

U ovom radu je odredivan sadrzaj odabranih kardiovaskularnih lekova u beogradskoj povrsinskoj i
komunalnoj otpadnoj vodi. Dobijeni rezultati pokazuju da ispustanje netretirane komunalne otpadne
vode ima negativan uticaj na kvalitet re¢ne vode Beograda. U otpadnim vodama su detektovani svi
analizirani kardiovaskularni lekovi, dok je u odgovaraju¢im povrsinskim vodama detektovano 40%
ispitivanih lekova. Najvec¢i problem predstavlja prisustvo metoprolola i bisoprolola, jer i pored
prisutnog razblazenja moze doé¢i do negativnog uticaja na vodene organizme, imaju¢i u vidu
rezultate ekotoksikoloskih istrazivanja.

ZAHVALNICA

Izrada ovog rada je finansirana od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja
Republike Srbije (kontakt broj 451-03-9/2021-14/200287 i 451-03-9/2021-14/200135).
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