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Apstrakt: Vestacki zasladivaci su sinteticke supstance koje se koriste za postizanje slatkog ukusa
prehrambenih proizvoda, a cija je upotreba u Republici Srbiji regulisana Pravilnikom o
prehrambenim aditivima. Nakon ingestije, najveci procenat ovih jedinjenja prolazi U neizmenjenoj
formi kroz ljudsko telo, i kao takva dospevaju u Zivotnu sredinu putem komunalnih otpadnih voda.
Naucna istrazivanja u poslednjoj deceniji su pokazala Siroku rasprostranjenost vesStackih
zasladivaca u povrsinskim i podzemnim vodama. Zbog ogranicenih podataka o njihovoj toksicnosti
po Zivi svet u vodi, kao i o ponasanju u akvaticnim ekosistemima, svrstani su u klasu emergentnih
zagadujucih materija. Ovaj rad opisuje analizu Siroko koriscenog zasladivaca ciklamata metodom
tecne hromatografije u sprezi sa tandem masenom spektrometrijom u netretiranim otpadnim
vodama Beograda radi procene prisustva i unosa ovog jedinjenja u Zivotnu sredinu. Rezultati
dobijeni analizom Cetiri uzorka otpadnih voda iz razlicitih kanalizacionih ispusta u Beogradu
pokazuju prisustvo ciklamata u opsegu koncentracija od 4,3 ug L™ do 23,2 pug L%, S obzirom na to
da Beograd ne poseduje postrojenje za preradu otpadnih voda, visoki nivoi detektovanog ciklamata
ukazuju na kontinualnu kontaminaciju vodenih ekosistema u Republici Srbiji i potencijalnu
opasnost po zZivi svet u vodi.

Kljucne reci: vestacki zasladivaci, ciklamat, komunalna otpadna voda, emergentne zagadujuce
materije, te¢na hromatografija—tandem masena spektrometrija

DETERMINATION OF ARTIFICIAL SWEETENER CYCLAMATE IN BELGRADE
MUNICIPAL WASTEWATER

Abstract: Artificial sweeteners are synthetic substances that are used to achieve the sweet taste of
food products, and their application in the Republic of Serbia is regulated by the national
guidelines on food additives. After ingestion, the largest percentage of these compounds passes
unchanged through the human body and reaches the environment through municipal wastewater. In
the last decade, studies have shown the widespread use of artificial sweeteners in surface and
groundwater. Due to limited data on their toxicity to wildlife in the water, as well as on their
behaviour in aquatic ecosystems, they are classified as emerging contaminants. This paper
describes the analysis of widely used sweetener cyclamate by liquid chromatography with tandem
mass spectrometry in untreated urban wastewater of Belgrade to assess the presence and input of
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this compound into the environment. The results obtained by analysing four wastewater samples
from different sewage channels in Belgrade show the presence of cyclamate in the concentration
range of 4.3 pg L'1-23.2 ug L. Since Belgrade does not have a wastewater treatment plant, high
levels of cyclamate indicate the continuous contamination of aquatic ecosystems in Serbia and the
potential danger to wildlife in the water.

Keywords: artificial sweeteners, cyclamate, municipal wastewater, emerging contaminants, liquid
chromatography—tandem mass spectrometry

1. UvOD

Vestacki zasladivaci predstavljaju sinteticka jedinjenja koja se koriste za postizanje slatkog ukusa
prehrambenih i farmaceutskih proizvoda, a upotrebljavaju se i kao stoni zasladivaé¢i [1].
Zahvaljujuéi svojstvu niskokalori¢nosti, ove supstance se Cesto nalaze u namirnicama koje
konzumiraju osobe sa problemima poput dijabetesa, gojaznosti i hipertenzije [1,2]. Prema
Pravilniku o prehrambenim aditivima iz 2018. godine u Republici Srbiji se koristi veéi broj
vestackih zasladivaca [3], od kojih su medu najpoznatijim acesulfam, sukraloza, aspartam, saharin i
ciklamat. Posto je veéina njih metabolicki inertna [2], putem kanalizacije dospevaju u zivotnu
sredinu u gotovo nepromenjenom obliku. Najvazniji izvor vestackih zasladivaca u vodenoj sredini
su efluenti iz postrojenja za pre¢is¢avanje otpadnih voda (PPOV) u kojima se ne uklanjanju u
potpunosti, a takode i ispusti netretiranih komunalnih otpadnih voda [3,4]. Pored toga, dodatni izvor
ovih supstanci u prirodnom okruzenju predstavljaju procedne vode sa deponija, kao i zivotinjske
farme zbog zastupljenosti u sto¢noj ishrani [3].

Vestacki zasladivaci su prepoznati kao nova klasa emergentnih zagadujuc¢ih materija u prirodnim
akvatinim sistemima Cije ponasanje i dugoro¢ni toksikoloski efekti na zivi svet u vodi nisu
dovoljno poznati [5]. lako su tragovi ovih jedinjenja detektovani u podzemnim i povrSinskim
vodama Sirom sveta [4,6,7], pa ¢ak i u vodi za pice [8], trenutno ne postoji zakonska regulativa koja
zahteva njihovo pracenje u vodenim ekosistemima. Zbog postojanosti u zivotnoj sredini i
nepotpunog uklanjanja u postrojenjima za preciS¢avanje voda mogu se koristi kao indikatori
zagadenja komunalnim otpadnim vodama [4,7].

Ciklamat pripada prvoj generaciji vestackih zasladivaca koji su uvedeni u upotrebu u prehrambenoj
industriji polovinom 20. veka [9]. Intenzitet slatko¢e mu je najmanji u odnosu na druge veStacke
zasladivace (50 puta veéa mo¢ zasladivanja od obi¢nog Secera) [1]. Termicki je stabilan i dobro
rastvorljiv u vodi, pa je Cest sastojak slatkiSa, peene i preradene hrane, bezalkoholnih pica,
konzervisanog voca, kao i ostalih prehrambenih proizvoda [1]. Posto je prijatnog ukusa, bez pratece
goréine, upotrebljava se u kombinaciji sa drugim zasladiva¢ima za maskiranje neprijatnog ukusa
[9]. Nakon ingestije, najveci procenat ciklamata prolazi u neizmenjenoj formi kroz ljudsko telo [2].

U ovom radu je opisana analiza vestackog zasladivaca ciklamata u netretiranim otpadnim vodama
iz ¢etiri kanalizaciona ispusta u Beogradu, ali i u uzorcima povrsinske vode iz Save i Dunava radi
procene prisustva i potencijalnog koris¢enja ovog jedinjenja kao markera zagadenja komunalnim
otpadnim vodama. Uzorci vode su analizirani visoko osetljivom metodom te¢ne hromatografije u
sprezi sa tandem masenom spektrometrijom (eng. liquid chromatography—tandem mass
spectrometry, LC-MS/MS). S obzirom na to da Beograd ne poseduje postrojenje za precis¢avanje
otpadnih voda, uticaj kanalizacionih voda na prirodne vodene ekosisteme je daleko veéi nego u
drugim evropskim gradovima.
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2. EKSPERIMENTALNI DEO
2.1 Hemikalije i reagensi

Standardna supstanca ciklamata (Cisto¢e > 98%) je kupljena od proizvodaca Sigma-Aldrich (Sent
Luis, SAD). Strukturna formula i fizicko-hemijska svojstva ciklamata su prikazani u tabeli 1.
Rastvara¢ metanol, HPLC c¢istoce, je nabavljen od proizvodaca J.T. Baker (Glivice, Poljska).
Amonijum-acetat je dobijen od proizvodaca Fisher Chemical (Lafboro, Velika Britanija). Za
podesavanje pH vrednosti uzoraka vode koris$¢ena je koncentrovana siréetna kiselina.

Tabela 1. Hemijska struktura i fizicko-hemijska svojstva ciklamata: M — molarna masa, Kow —

koeficijent raspodele izmedu oktanola i vode, K, — konstanta kiselosti, R — rastvorljivost u vodi
Izvor: ®ChemSpider baza podataka; http://www.chemspider.com/
®PubChem baza podataka; https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Analit Hemijska M log Kow?  pKa® R2
struktura (g mol ™) (mg LY
Ciklamat Q\ ﬁ 179,2 -1,61 1,7 1x 108
(C6H12N03S) N §=0
H OH

2.2 Sakupljanje i priprema uzoraka vode

Uzorci otpadne vode su sakupljeni iz cetiri kanalizaciona ispusta u Beogradu koji se ulivaju
direktno u reke Savu (uzorak OTP1, lokacija Sajam) i Dunav (uzorci: OTP2, lokacija Dorcol;
OTP3, lokacija Visnjica i OTP4, lokacija Viline Vode). Takode, prikupljena su cetiri uzorka
povrsinske vode iz Save (SAVA1, SAVA2) i Dunava (DUNAV1, DUNAV?2) na teritoriji Beograda
radi procene prisustva ciklamata. Uzorci vode su sakupljeni u plasti¢ne boce od 1 L i ¢uvani u
zamrzivacu bez dodatka konzervansa. Pre ekstrakcije na ¢vrstoj fazi, uzorci su odmrznuti i filtrirani
kroz filtere od staklenih vlakana veli¢ine 1-3 pum (Whatman GmbH, Dasel, Nemacka). Za
izolovanje i koncentrovanje ciklamata koriS¢ena je metoda ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (eng. solid-
phase extraction, SPE) uz upotrebu Oasis HLB kertridza kao adsorbensa. Na adsorbens je nanoSeno
50 mL uzorka vode kome je prethodno podesena pH vrednost na 3,0. Zasladiva¢ je eluiran sa
pakovanja SPE kolone sa 10 mL metanola. Dobijeni ekstrakt je uparavan i rekonstituisan
metanolom do zapremine od 1 mL.

2.3 LC-MS/MS analiza

LC-MS/MS analiza odabranog vestackog zasladivaca ciklamata izvrSena je na Dionex UltiMate®
3000 HPLC sistemu u sprezi sa LTQ XL linearnim jonskim trapom kao masenim spektrometrom,
proizvodaca Thermo Fisher Scientific (Voltam, SAD). Elektrosprej jonizacija u negativnom reZimu
rada je koriS¢ena kao jonizaciona tehnika. Za hromatografsko razdvajanje koris¢ena je reverzno-
fazna kolona: Luna C8 (3,0 mm x 150 mm x 3 pm), proizvoda¢a Phenomenex (Torans, SAD).
Mobilna faza se sastojala od 84% vode, 15% metanola i 1% rastvora amonijum-acetata, pri
konstantnom protoku od 0,33 mL min™t. Kao prekursor jon odabran je deprotonovani molekul m/z
178 koji je dalje fragmentisan uz optimizaciju kolizione energije. Na osnovu rezultata MS" analize,
odabrane su karakteristi¢ne reakcije fragmentacije za kvantitativno odredivanje (m/z 178 — m/z 80)
I potvrdu prisustva (m/z 178 — m/z 96) ciklamata u realnim uzorcima.

3. REZULTATI I DISKUSIJA

LC-MS/MS analizom otpadne vode iz cCetiri kanalizaciona ispusta u Beogradu potvrdeno je
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prisustvo ciklamata u svim analiziranim uzorcima. Koncentracije ciklamata su detektovane u
opsegu od 4,3 pug L! do 23,2 ug Lt (tabela 2). Dobijene vrednosti ukazuju na veliku primenu
ciklamata u prehrambenoj industriji u Republici Srbiji, kao i na metabolicku inertnost ovog
jedinjenja u ljudskom organizmu. Najvisi nivo ciklamata od 23,2 pug L koji je detektovan u
kanalizacionom ispustu kod Vilinih Voda (OTP4) moze se objasniti ve¢im populacionim
opterec¢enjem koje obuhvata kolektor komunalnih otpadnih voda u ovom delu grada. Poredenja radi,
Znatno viSe vrednosti ciklamata zabelezene su u influentima postrojenja za precis¢avanje otpadnih
voda u Nemackoj (do 190,0 pg L) [7] i Grekoj (do 57,8 pug L) [10]. S obzirom na ugestalost
detektovanja ciklamata u otpadnim vodama i izuzetno veliko koris¢enje u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji, njegovo prisustvo u vodenim ekosistemima moze biti potencijalni
indikator zagadenja komunalnim otpadnim vodama [4].

Tabela 2. Koncentracije detektovanog vestackog zasladivaca ciklamata u kanalizacionim ispustima

Beograda
Uzorci otpadne vode Koncentracija
ciklamata
(Mg L)
Ispust u reku Savu
OTP1 16,6
Ispust u reku Dunav
OTP2 4,3
OTP3 14,7
OTP4 23,2

Analizom cetiri uzorka povrsinske vode iz beogradskih reka potvrdeno je prisustvo ciklamata u reci
Savi (SAVAL), dok u Dunavu ciklamat nije detektovan (tabela 3).

Tabela 3. Koncentracije detektovanog vestackog zasladivaca ciklamata u Savi i Dunavu

Uzorci povrsinske Koncentracija
vode ciklamata
(ngL™)
Reka Sava
SAVAl 66,0
SAVA2 —
Reka Dunav
DUNAV1 —
DUNAV2 —

S obzirom na to da se na Savi i Dunavu nalazi veliki broj kanalizacionih ispusta, kao i da Beograd
nema postrojenje za preciS¢avanje otpadnih voda, jasno je da postoji veliki uticaj komunalnog
zagadenja na kvalitet vode dve reke. Odsustvo ciklamata u tri od Cetiri analizirana uzorka re¢ne
vode moze se objasniti njegovom biodegradacijom, sto je u skladu sa podacima iz literature [4,5],
ali i velikim razblazenjem u rekama. lako istrazivanja pokazuju da ciklamat podleze znacajnoj
degradaciji u zivotnoj sredini, on se moze Koristiti kao pouzdani pokazatelj nedavnog (svezeg)
zagadenja komunalnim otpadnim vodama [4].

4. ZAKLJUCAK
Prisustvo ciklamata u visokim koncentracijama (do 23,2 pg L™) u svim analiziranim uzorcima

otpadne vode, ali i u povrsinskoj vodi (66,0 ng L) ukazuje na §iroku upotrebu ovog zasladivaca u
ishrani u Republici Srbiji, kao i na njegov kontinualni unos u zivotnu sredinu, $to moze dovesti do
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Stetnih posledica po akvatine organizme. S druge strane, zbog ispustanja netretiranih otpadnih
voda u reke, razni mikropolutanti poput vestackih zasladivaca mogu potencijalno da ugroze kvalitet
vode za pice, jer se najvecim delom Beograd vodom snabdeva iz reni bunara izgradenih u priobalju
reke Save.
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