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MULTIREZIDUALNA ANALIZA I BIOGEOKEMIJSKO PONASANIJE OPIOIDNIH
ANALGETIKA U VODENOM OKOLISU

Petra Kostanjevecki
Institut Ruder BoSkovié¢, Zavod za istraZivanje mora i okoli$a, Bijenicka cesta 54, 10 000 Zagreb

Opioidni analgetici su psihoaktivne tvari koje nakon primjene dospijevaju u otpadne vode
putem ljudskih izlucevina. U okviru ove disertacije razvijene su analiticke metode za
multirezidualno odredivanje tragova 27 terapijskih opioida i njihovih metabolita u otpadnim i
povrSinskim vodama upotrebom vezanog sustava tekucinske kromatografije 1 spektrometrije
masa. Razvijene metode primijenjene su za istrazivanje njihove rasprostranjenosti i
biogeokemijskog ponasanja u vodenom okolisu. Ukupna koncentracija opioida u otpadnim
vodama Grada Zagreba premasivala je 1 000 ng L. Najzastupljeniji predstavnici bili su
tramadol i metadon. Budu¢i da se njihovo uklanjanje u uredajima za prociS¢avanje otpadnih
voda pokazalo neucinkovitim, istrazeni su alternativni postupci, ukljucujuéi biolosku
razgradnju adaptiranim mjeSovitim mikrobnim kulturama i abioticku razgradnju ozoniranjem.
Ozoniranjem je uklonjeno do 90 % roditeljskih spojeva, a bioloSkom razgradnjom do 82 % uz
proporcionalno smanjenje toksi¢nosti za alge. Medutim, i biotickom 1 abiotickom
razgradnjom istrazenih spojeva nastala je znatna koliCina stabilnih transformacijskih
produkata Sto treba uzeti u obzir kod sveoubuhvatne procjene njihova utjecaja na okolis.

(162 stranice, 44 slike, 31 tablica, 111 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)
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Opioid analgesics are a group of psychoactive substances which enter the aquatic
environment primarily via human excretion. In this thesis, multiresidue analytical methods for
the determination of trace levels of 27 therapeutic opioids in wastewater and surface water
matrices were developed, using liquid chromatography-tandem mass spectrometry. These
methods were applied to study the occurrence and biogeochemical behaviour of the selected
opioids in the aquatic environment. The total concentration of investigated opioids in
wastewater of the city of Zagreb exceeded 1 000 ng L™, with tramadol and methadone being
the most prominent ones. Due to their rather inefficient elimination in wastewater treatment
plants, two alternative procedures, including biological degradation with enriched mixed
microbal cultures and ozonation were investigated. An improved removal of up to 90% and
82% was achieved in the ozonation and biodegradation experiments, respectively, with a
proportional decrease of toxicity to algae. However, degradation of parent compounds was
associated with the formation of stabile transformation products, which should be taken into
account when assessing the overall impact on the environment.
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Thesis deposited in Central Chemical Library, Horvatovac 102A, Zagreb, Croatia and
National and University Library, Hrvatske bratske zajednice 4, Zagreb, Croatia.

Keywords: biodegradation/ liquid chromatography-mass spectrometry/ opioid analgesics/
ozonation/ surface water/ transformation products/ wastewater/

Supervisor: Dr. Senka Terzi¢, Senior Scientist
Thesis accepted: 03" September 2021
Reviewers: Dr. Nives Gali¢, Professor

Dr. Irena Br¢i¢ Karaconji, Senior Research Associate, Assistant Professor
Dr. Vlasta Drevenkar, Retired Senior Scientist, Professor







§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Opioidni analgetici predstavljaju skupinu psihoaktivnih farmaceutskih lijekova koji se
primjenjuju za ublazavanje umjerene do jake boli te u supstitucijskoj terapiji ovisnosti o
drogama. Nacin djelovanja terapijskih opioida temelji se na vezanju na opioidne receptore,
koji se prvenstveno nalaze u sredi$njem i perifernom ziv€éanom sustavu te gastrointestinalnom
traktu. Nazalost, uz pozeljne analgeticke ucinke, terapijska uporaba opioida moze dovesti do
ovisnosti, zbog ¢ega opioidi pripadaju lijekovima koji se potencijalno mogu zloupotrebljavati.
To potvrduje i podatak da je 2014. godine u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD) 10,3
milijuna stanovnika koristilo terapijske opioide u nemedicinske svrhe!. Sukladno tome, glavni
predstavnici opioida Cesto su uklju€eni u istrazivanja Ciji je cilj pracenje potrosnje ilegalnih
droga na temelju analize njihovih urinarnih biomarkera u komunalnim otpadnim vodama?34.
Kao i za druge farmaceutske spojeve, glavni izvori opioidnih analgetika u vodenom
okolisu su izlucivanje iz ljudskog organizma i odlaganje neupotrijebljenih lijekova u
kanalizacijski sustav. Prema dostupnim farmakokinetickim podatcima, vecina terapijskih
opioida se u ljudskom organizmu intenzivno metabolizira, a samo se dijelom izlucuju u
nepromijenjenom obliku>®"®, Podatci o metabolizmu opioida jasno ukazuju da za
sveobuhvatnu procjenu njihova utjecaja na okolis treba u obzir uzeti i njihove metabolite®.
Analitika terapijskih opioida i njihovih transformacijskih produkata u vodenom okolisu
predstavlja znacajan izazov jer zahtijeva pouzdano odredivanje vrlo niskih koncentracija u
slozenim matricama otpadnih i povrSinskih voda. Stoga se za odredivanje opioida u okolisu
gotovo isklju¢ivo upotrebljavaju metode utemeljene na vezi kromatografskih tehnika i
spektrometrije  masa. U  analitici  polarnih  spojeva, kao S$to su opioidi,
tekuéinskokromatografske metode su &esto prikladnije od plinskokromatografskih®®,
ponajprije zbog ¢injenice da ne zahtijevaju prethodno derivatiziranje analita. Kada se radi o
odredivanju opioida u otpadnim i povrSinskim vodama te u vodi za pice, u literaturi izrazito
prevladava upotreba vezanih sustava tekucinske kromatografije i tandemne spektrometrije
masa (engl. Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS), dok su
plinskokromatografske tehnike vrlo rijetko zastupljene!''2. Za kvantitativno odredivanje
opioida i njihovih transformacijskih produkata naj¢es¢e se kao analizator masa upotrebljava

trostruki kvadrupol (QqQ)**** uz primjenu pracéenja visestrukih tranzicijskih reakcija (engl.
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§ 1. Uvod 2

Multiple Reaction Monitoring, MRM), sto omogucuje vrlo osjetljivu detekciju te selektivnu i
pouzdanu identifikaciju ciljanih spojeva u sloZzenim okolisnim uzorcima.

Budu¢i da se opioidni analgetici i njihovi metaboliti u okoli$nim uzorcima ve¢inom nalaze
u vrlo niskim koncentracijama, uzorke prirodnih i otpadnih voda potrebno je ukoncentrirati
prije instrumentne analize. U veéini istrazivanja se U tu svrhu upotrebljava ekstrakcija na
&vrstoj fazi (engl. Solid-phase Extraction, SPE)3*1°, dok se za analizu &vrstih uzoraka, kao $to
su sediment 1 suspendirane Cestice, najceS¢e upotrebljava ubrzana visokotlacna ekstrakcija
otapalom (engl. Pressurized Liquid Extraction, PLE),

Masene koncentracije najveceg broja opioida u okolisnim uzorcima najcesée su reda
veli¢ine ng L?, medutim, pojedini predstavnici detektirani su i u znatno vi§im
koncentracijama. Primjerice, u istrazivanju koje su proveli Baker i Kasprzyk-Hordern’, u
nepro¢is¢enoj otpadnoj vodi zabiljezene su povisene masene koncentracije kodeina
(2 121 ng L), tramadola (2 759 ng L) te N-demetil-cis-tramadola (2 457 ng L?). Zbog
relativno neucinkovitog uklanjanja opioida u wuredajima za procis¢avanje otpadnih
vodal®1920.2L.22 i kontinuiranog unosa u otpadne vode, znacajne koli¢ine tih spojeva
dospijevaju u sustav prirodnih voda te postoji opravdana zabrinutost da bi u tim okolnostima
moglo do¢i do Stetnih u¢inaka za vodene organizme.

Posljednjih se godina ¢itav niz istrazivanja bavio proucavanjem rasprostranjenosti i
sudbine razli¢itih farmaceutski aktivnih spojeva u uredajima za prociS¢avanje otpadnih voda.
Medutim, literaturni podatci o ponaSanju opioidnih analgetika i njihovih transformacijskih
produkata u otpadnim i prirodnim vodama su u ovom trenutku nedostatni za procjenu
ekoloskog rizika povezanog s njithovim unosom u vodeni okoliS. Niti u jednom istraZivanju do
sada nije u dovoljnoj mjeri stavljen naglasak na sveobuhvatnu analizu opioidnih analgetika.
Istrazivanja koja su prethodila ovom radu ukljuc¢ivala su analizu ograni¢enog broja
predstavnika opioida, a posebno je zanemaren aspekt istodobnog proucavanja osnovnih
opioidnih spojeva i njihovih glavnih humanih metabolita?®. Uz to, spomenuta istrazivanja u
uredajima za procis¢avanje otpadnih voda bila su prvenstveno usmjerena na otopljene spojeve
te nisu pruzila jasan uvid u mogu¢i doprinos sorpcijskih procesa ukupnoj eliminaciji.

Nadalje, postojeca literaturna saznanja o mogucim transformacijama opioida i njihovih
humanih metabolita u vodenom okolisSu vrlo su ograni¢ena. Zahvaljuju¢i stalnom napretku
analitickih tehnika, u posljednjih nekoliko godina provedeno je viSe istrazivanja koja su

ukljucivala identifikaciju transformacijskih produkata opioida. Dosadasnja istraZivanja su
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§ 1. Uvod 3

uglavnom bila usmjerena na abioticke transformacijske procese, kao Sto su

24252621 dok su istrazivanja

fototransformacija, fotokataliticka transformacija i kloriranje
biotransformacije opioida manje zastupljena u literaturi?®?®3°, O uginkovitosti uklanjanja
opioidnih spojeva i ekotoksikoloskoj prihvatljivosti transformacijskih proizvoda koji pri tome
nastaju postoje razli¢ita misljenja. Postigo i suradnici® su zakljuéili da napredni oksidacijski
procesi predstavljaju dobru alternativu za dekontaminaciju voda koje sadrze metadon.
Nasuprot tome, Bergheim i suradnici®® zakljudili su da bi fototransformacijski produkti
tramadola mogli predstavljati veci rizik za okolis od samog roditeljskog spoja.

Zaklju¢no, uvidom u postojecu literaturu, utvrdeno je da opioidni analgetici i njihovi
transformacijski  produkti predstavljaju skupinu nedovoljno istrazenih zagadivala
farmaceutskog podrijetla. Za sveobuhvatnu procjenu ekoloskog rizika od posebnog je interesa
prouciti njihovu rasprostranjenost i biogeokemijsko ponaSanje u otpadnim i prirodnim
vodama te razmotriti moguce pristupe za uklanjanje opioida iz optere¢enih otpadnih voda.
Stoga su ciljevi ovog doktorskog rada bili:

e razviti analiticke metode za multirezidualno kvantitativno odredivanje tragova
opioidnih analgetika i njihovih transformacijskih produkata u otpadnim i prirodnim
vodama;

e istraziti rasprostranjenost opioidnih tvari u vodenom okolisu;

e prouciti ponasanje i1 procijeniti u¢inkovitost uklanjanja opioidnih analgetika i njihovih
transformacijskih produkata u konvencionalnom uredaju za procis¢avanje otpadnih
voda s aktivnim muljem;

e istraziti abioticke i mikrobioloSke transformacije tramadola i metadona u modelnim

laboratorijskim pokusima.
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§2. LITERATURNIPREGLED

2.1. Vrste, podjela, upotreba i metabolizam opioidnih analgetika

Opioidni analgetici pripadaju skupini kontroliranih psihoaktivnih farmaceutskih tvari koje
imaju vrlo Siroku primjenu. Njihova osnovna terapijska namjena je ublazavanje umjerene do
jake boli, ali koriste se i za suzbijanje teSkog kaslja, dijareje i akutnih upala pluca te za
regulaciju disanja pacijenata kod kojih je rad respiratornog sustava pomognut mehani¢kom
ventilacijom®2. Pojedini opioidi, kao §to su primjerice metadon i buprenorfin, koriste se U
nadomjesnoj terapiji ovisnika o ilegalnim drogama, posebno o heroinu.

Terapijski opioidi se, prema podrijetlu, dijele u tri skupine, a to su prirodni, polusintetski i
sintetski®®, Glavni predstavnici prirodnih opioida su morfin i kodein, koji predstavljaju
osnhovu za proizvodnju velikog broja polusintetskih opioida poput hidrokodona, oksikodona,
oksimorfona, norkodeina i dihidrokodeina. U sintetske opioide ubrajaju se spojevi poput
metadona, tramadola, fentanila, norfentanila, propoksifena i buprenorfina. Za razliku od
prirodnih i polusintetskih opioida, koji su strukturni srodnici morfina, sintetski opioidi imaju
vrlo razli¢ite kemijske strukture (Tablica 1), ali s njima dijele svojstvo vezanja na opioidne

receptore.

Tablica 1. Opioidni analgetici obuhvaceni ovim istrazivanjem, njihove strukture, elementni

sastavi, molekulske mase te pripadajuci roditeljski spojevi

Naziy struktura Elementni [M+H]* RodlteI_Jskl
sastav Spoj
PRIRODNI OPIOIDI

Morfin Metabolit
(MOR) Ci7H1sNO3  286,1444 kodeina i

heroina

Normorfin .
Metabolit

(norMOR) C16H17NO3 272,1288 morfina

Petra Kostanjevecki Doktorska disertacija
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Tablica 1. - nastavak

Naziv Struktura Elementni [M+H]* RodlteI_Jskl
sastav Spoj

Morfin-3-g-D- Metabolit
glukuronid morfina,
(M3G) CosHrNQo 4621765 ) i i
heroina

Morfin-6-p-D- Metabolit
glukuronid morfina,
(M6G) CosHarNQo 4621765 ) i i
heroina
6—-Acetilmorfin .
Metabolit
(6-AM) C1oH21NOs  328,1550 heroin
Kodein Opioidni
(COD) Ci1sH21NOs  300,1601 analgetik
Norkodein .
Metabolit
(norCOD) C17H19NO3 286,1444 kodeina
Dihidrokodein Opioidni
(DCOD) C18H23NO3 302,1757 analgetik
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Tablica 1. - nastavak

Naziv Struktura Elementni [M+H]* RodlteI_Jskl
sastav Spoj
H3C\/O
Etilmorfin .
o, Opioidni
(EM) . . CioH2sNO3  314,1757 analgetik
HO
HO
Dihidromorfin ;g;gﬁﬂ(‘
O i)
(DMOR) /”',,'. C17H21N03 288;1601 metabOIit

HO™

dihidrokodeina

POLUSINTETSKI OPIOIDNI ANALGETICI

Oksikodon Opioidni
(OC) Ci1gH21NOs4  316,1550 analgetik
Noroksikodon Opioidni
(NOC) Ci7H1sNO,  302,1393 analgetik

H
Norhidrokodon o CH, .
[ Opioidni
(NHC) H( o Ci7H1oNOs  286,1444 analgetik

HN

Hidrokodon Opioidni
(HC) CisH21NO3  300,1601 analgetik

Petra Kostanjevecki
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Tablica 1. - nastavak

Naziv Struktura Elementni [M+H]* RodlteI_Jskl
sastav Spoj
Oksimorfon Opioidni
(OM) Ci7H1NOs  302,1393 analgetik
Hidromorfon Opioidni
(HM) C17H10NO3 286,1444 analgetik
Buprenorfin .
Opioidni
(BUP) C29H41NOy 468,3115 analgetik
Norbuprenorfin .
Metabolit
(norBUP) CasH3sNOs  414,2646 buprenorfina
Propoksifen L
Opioidni
(PP) C22H29NO2 340,2278 analgetik
Norfentanil .
Metabolit
(NFNT) CuaH2oN2O  233,1655 fentanila
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Tablica 1. - nastavak

Naziv Struktura Elementni [M+H]* RodlteI_Jskl
sastav Spoj
O\hcm
Fentanil ©/N\© Opioidni
(FNT) N P

\/\@ C22H2sN20 337,2281 analgetik

OY\CH3
Sufentanil ©/>© Opioidni
(SFNT) Eariey CaeHaoN2025 - 387.2107 oy getik
HaC™ \

H3C\N/CH3
Tramadol J Opioidni
(TRAM) C16H25NO2 264,1965 analgetik
O-demetil-cis-
tramadol Metabolit
(O-DM-TRAM) CisHasNO> - 250.1808 4 amadola
N-demetil-cis-
tramadol HO, Metabolit
(N-DM-TRAM)  Hso-_ C15H23NO2 250,1808 tramadola
H
HSC\N/CHS
Metadon ﬁ
HaC CHs Opioidni
(MTHD) C21H27NO 310,2177 analgetik
CHj
2-ctildien-15- o N
dimetil-3,3- ~ “cH Metabolit
difenilpirolidin Q CooH24N 278,1903 metadona

(EDDP) O
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Broj propisanih recepata za terapijske opioide u posljednja dva desetljeca u velikom je
porastu. Centar za prevenciju i kontrolu bolesti izvijestio je 2018. godine kako je potrosnja
opioidnih analgetika na globalnoj razini u razdoblju od 1999. do 2010. godine porasla 14
puta, dok je 2017. godine broj umrlih od predoziranja usesterostru¢en u odnosu na 1999.
godinu. Najvisa potro$nja opioida zabiljezena je u SAD-u, Njemackoj i Australiji, $to upucuje
na korelaciju visoke razvijenosti zemlje i stope konzumacije opioida. Zbog iznimno visoke
primjene i konstantnog porasta potro$nje, u SAD-u je proglasena epidemija zlouporabe i
predoziranja opioidima®*.

Bosetti i suradnici®® izvijestili su kako je u 42 istrazivane drzave konzumacija opioida
znacajno porasla u razdoblju od 2014. do 2016. godine u usporedbi s razdobljem od 2004. do
2006. godine. Pri tome su, u razdoblju od 2014. do 2016. godine, najvisu stopu potro$nje
izrazenu kao broj definiranih dnevnih doza (DDD) na milijun stanovnika imale Njemacka
(21 346 DDD na milijun stanovnika), Austrija (20 180 DDD na milijun stanovnika) te SAD
(16 491 DDD na milijun stanovnika), a najnizu Ukrajina (66 DDD na milijun stanovnika).

U vedini zemalja se u terapiji opioidnim analgeticima najvise primjenjuje fentanil, dok se
u SAD-u, uz fentanil, u velikim koli¢inama primjenjuje i hidrokodon. Austrija je primjer
zemlje u kojoj se, uz fentanil, biljezi iznimno visoka stopa konzumacije morfina. Najvise
stope potro$nje metadona 2015. godine zabiljezene su u Novom Zelandu (58,0
mg / stanovniku), Mauriciusu (53,0 mg / stanovniku), SAD-u (48,2 mg / stanovniku), Kanadi
(47,8 mg / stanovniku), Danskoj (43,9 mg / stanovniku) i Irskoj (41,5 mg / stanovniku), dok
su najnize stope potroSnje tog opioida zabiljeZzene u Ujedinjenim Arapskim Emiratima (0,002
mg / stanovniku), Sri Lanki (0,001 mg / stanovniku) i Papui Novoj Gvineji (0,001 mg /
stanovnikuy).

Prema izvjeStajima Hrvatske agencije za lijekove 1 medicinske proizvode (HALMED), od
dostupnih podataka o potros$nji pojedinih opioidnih analgetika, u Hrvatskoj su najcesce
propisivani opioidi tramadol, buprenorfin i fentanil®®. 1z Tablice 2 moze se uociti blago
smanjenje potroSnje fentanila od 2009. do 2019. godine, dok se za buprenorfin biljezi blagi
porast potrosnje. Za tramadol je u 2019. zabiljezen porast stope potroSnje u obliku
kombiniranog pripravka s paracetamolom, medutim doza tramadola u ovakvim pripravcima je

uglavnom visestruko niza nego u onima u kojima je tramadol jedini analgetik.
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Tablica 2. Potros$nja opioidnih analgetika i njihovih pojedinih predstavnika u Republici
Hrvatskoj od 2009. do 2019. godine®®

Potrosnja [broj definiranih dnevnih doza (DDD) na 1 000 stanovnika po danu]

Naziv DDDunes 2009. 2010. 2011. 2012. 2013. 2014. 2015. 2016. 2017. 2018. 2019.

TRAM! 300mg®PR | 2,79 285 284 272 261 246 442 244 228 219 211

Isﬁm ND 000 000 o000 000 000 000 000 000 0,00 0,00 1192
IFS'EI\K/Il ND 0,00 000 o000 000 o000 000 000 000 000 0,00 0,00
BUP! mg%jim 092 108 103 106 1,08 099 104 113 103 113 1,17
P
BUP? %’%rgsg{ 049 045 055 069 081 08 094 09 0,98 1,02 1,05
13 0,6 mgN,SL
FNT* 1,2 mg™ 059 062 063 065 062 058 063 061 059 060 0,63
1 100 mg®
MOR 30 mgPR 0,04 007 008 00 006 007 010 0,08 0,08 0,08 0,08
1 75 mg°
oc omgs | 003 005 006 007 005 006 006 005 005 005 004
Sﬁl} 75 mgP® - - - - - 0,00 001 003 0,04 005 0,05
CcoD! ND 0,02 002 003 002 002 002 003 003 000 0,00 0,00

coD* 100 mg® 0,02 o003 003 002 002 002 003 003 003 002 0,02

MTHD? 25 mg®P 416 457 449 468 481 435 485 561 526 4,66 505

'Opioidi, 2Lijekovi za lijeCenje ovisnosti, *Opioidni anestetici, “Antitusici, ND — nije definirano (nedostupno),
TRAM - tramadol, TRAM + PAR - tramadol + paracetamol, TRAM + DEK - tramadol + deksketoprofen,
BUP — buprenorfin, FNT — fentanil, MOR — morfin, OC — oksikodon, OC + NAL - oksikodon + naloksen,
COD - kodein, MTHD — metadon, O — oralno, P — parentalno, R — rektalno, N — nazalno, SL - sublingvalno /
bukalno / oromukozno, TD — transdermalno

Bududi da se opioidni analgetici vrlo Cesto Koriste u ilegalne svrhe, njihova se potrosnja ne
moze pouzdano pratiti samo na temelju statistika o prepisanim koli¢inama. Jedno od mogucih
komplementarnih rjesenja, koje se u novije vrijeme sve Ce$ée primjenjuje, je pracenje
potro$nje na temelju odredivanja prikladnih urinarnih biomarkera pojedinih lijekova i
ilegalnih supstancija u komunalnim otpadnim vodama. Naime, otpadne vode su izvrstan izvor
informacija o navikama populacije koja je priklju¢ena na kanalizacijski sustav te se njithovom
analizom moZe dobiti pouzdana informacija o sveukupnoj potro$nji opioidnih analgetika®,
Na temelju podataka dobivenih primjenom pristupa zasnovanog na analizi otpadnih voda i
sluzbenih podataka o prepisanim koli¢inama, mogla bi se naciniti kvalitetnija procjena

zloupotrebe opioida.
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Opioidni analgetici se u ljudski organizam najée$ée unose oralnim putem, a u manjem
postotku, intravenozno, sublingvalno i inhalacijama. Prema dostupnim farmakokinetickim
podatcima, vecina terapijskih opioida se u ljudskom organizmu u velikoj mjeri metabolizira, a
samo se dijelom izlu¢uju u nepromijenjenom obliku>¥’. Tako, primjerice, humani
metabolizam kodeina primarno ukljuc¢uje O- i N-demetilaciju, $to dovodi do formiranja
morfina, normorfina i norkodeina, dok se u manjoj mjeri glukuronidacijom formira kodein-6-
glukuronid®. Analgeti¢ki utjecaj kodeina na p-opioidne receptore znacajno je slabiji u odnosu
na morfin. Stoga je Lotsch u svom istrazivanju naveo kako analgeticko djelovanje kodeina u
velikoj mjeri ovisi o O-demetilaciji u morfin®. Nadalje, morfin se u ljudskom organizmu
intenzivno metabolizira. Nakon konzumacije, 87 % morfina se iz ljudskog tijela izlucuje
urinom, od ¢ega 75 % u obliku morfin-3-B-D-glukuronida, a samo 10 % u nepromijenjenom
obliku te u manjoj mjeri u obliku morfin-6-B-D-glukuronida, diglukuronida i sulfatnih
konjugata (Slika 1).

H,C—O. HyC—0.
@ N-demetilacija © Glukuronidacija @
(1) ——>o0 — 90
—CH. —H —
5 ! G HOOC L
- Vg
KODEIN HO
NORKODEIN o
KODEIN-6-GLUKURONID l O-demetilacija NORKODEIN-GLUKURONID
HOOC,
no/m/o Glukuronidacija Ho HO. .
HO @ @ N-demetilacija © m
OH on
G, — o 0 g
MORFIN-3- ° N—CHj n—H Glukuronidacija i
GLUKURONID >
HO HO'
HO <
X | ’?oo NORMORFIN NORMORFIN-3-GLUKURONID
& ’6
HO 3 B °\\5/° % © @
MORFIN-6- » Ho” Y, @ "
GLUKURONID  © “ o ° “
HOOC, %° =4 S i P> -
“° S 8 7 uo)\/ ”M°
HO OH

MORFIN-3-SULFAT NORMORFIN-6-GLUKURONID

MORFIN-3,6-
DIGLUKURONID
HOOC,

HO 0
HO

Slika 1. Metaboli¢ki put kodeina i morfina®®
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Metabolic¢ki put metadona u ljudskom organizmu uklju¢uje N-demetilaciju i ciklizaciju pri
¢emu nastaju dva osnovna metabolita, 2-etil-1,5-dimetil-3,3-difenilpirolin (EDDP) te 2-etil-5-
metil-3,3-difenil-1-pirolin  (EMDP)’8. Glavni urinarni produkti izludivanja metadona
ukljucuju roditeljski spoj (od 5 % do 50 %) te metabolite EDDP i EMDP (od 3 % do 25 %),
dok su konjugirani oblici manje zastupljeni. Dominantan metabolicki proces buprenorfina je
N-dealkiliranje te se na taj nacin formira niz produkata koji se uglavnom izlucuju kao
konjugirani buprenorfin i norbuprenorfin. Prilikom humane metabolizacije tramadola,
priblizno 29 % oralne doze izlucuje se u nepromijenjenom obliku, 20 % kao slobodni ili
konjugirani O-demetil-cis-tramadol, 17 % kao nortramadol te 20 % kao slobodni i konjugirani
O-demetilnortramadol.

Podatci o metabolizmu terapijskih opioida jasno pokazuju kako za sveobuhvatnu procjenu
njihova utjecaja na okoli$ nije dovoljno proucavati samo roditeljske spojeve, ve¢ u obzir treba

uzeti i njihove metabolite®.

2.2. Opioidni analgetici kao zagadivala vodenog okoliSa

2.2.1. Rasprostranjenost opioidnih analgetika i njihovih metabolita u otpadnim vodama
Sustavna istrazivanja rasprostranjenosti opioida u okoliSu zapocela su tek u najnovije vrijeme.
Medutim, zbog vrlo ¢este zloupotrebe, predstavnici opioidnih analgetika ¢esto su ukljuceni u
istrazivanja koja se bave odredivanjem potrosnje ilegalnih droga na temelju analize njihovih
urinarnih biomarkera u komunalnim otpadnim vodama. Stoga u posljednjih desetak godina
postoje brojni podatci o koncentracijama pojedinih opioida u otpadnim vodama. U Tablici 3
prikazana je usporedba literaturnihn podataka o prosjecno izmjerenim masenim
koncentracijama opioidnih analgetika u neproc¢iséenim i procis¢enim komunalnim otpadnim
vodama. lako su masene koncentracije vecine opioidnih analgetika u okolisnim uzorcima
uglavnom reda veli¢ine ng L, pojedini predstavnici detektirani su u koncentracijama reda
veli¢ine pg L. Najvise koncentracije opioidnih analgetika u otpadnim vodama izmjerene su
za tramadol i njegov metabolit N-demetil-cis-tramadol*’, metadon i njegov metabolit

EDDP340 te za morfin3%4° i kodein’.
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Tablica 3. Usporedba prosje¢nih masenih koncentracija opioidnih analgetika i njihovih

transformacijskih produkata u neprocis¢enim i procis¢enim otpadnim vodama. Popis Kratica

imena analita nalazi se u Tablici 6.

NeprociSéena  ProciS§cena
Analit Driava God. otpadna otpadna Referencija
voda voda
y/ngL? y/ngL?
Spanjolska  2007. 13 11 Boleda i sur.*!
Svicarska 2009. 112 65 Berset i sur.*°
Italija 2006. 12 9 Castiglioni i sur.'8
Svicarska 2006. 50 36 Castiglioni i sur.'8
Ujedinjeno
Kraljevstvo  2010. 88 50 Baker i sur.t’
(UK)
Hrvatska 20009. 52 37 Terzié i sur.?

MTHD Spanjolska 2016. 26 24 Andrés-Costa i sur.®
Spanjolska ~ 2010. 45 18 Martinez Bueno i sur.*2
SAD 2017. 36 25 Skees i sur.t
Kanada 2014. 1 69 Yargeau i sur.?!

UK 2012. 66 42 Baker i sur.*?
Francuska  2012. 138 93 Nefau i sur.>®
Spanjolska  2009. <GK <GK Gonzélez-Marifio i sur.'?
Ceska 2011. 16 - Baker i sur.*
SAD 2007. 34 - Chiaia i sur.®
Slovacka 2013. 10 - Mackul’ak i sur.*®
Spanjolska  2007. 20 22 Boleda i sur.*
Svicarska 2009. 315 294 Berset i sur.*
Italija 2006. 20 23 Castiglioni i sur.'8
Svicarska 2006. 91 72 Castiglioni i sur.®
UK 2010. 193 89 Baker i sur.t’
Hrvatska 2009. 128 123 Terzié i sur.?

EDDP  Spanjolska  2016. 65 69 Andrés-Costa i sur.®
Spanjolska  2010. 138 64 Martinez Bueno i sur.*?
Kanada 2014. 8 102 Yargeau i sur.?!
Francuska  2012. 133 128 Nefau i sur.®®
Ceska 2011. 21 - Baker i sur.*

UK 2012. 81 32 Baker i sur.*3
Slovacka 2013. 18 - Mackul'ak i sur.*8
Njemacka 2005. 1 500 610 Hummel i sur.*’
UK 2010. 2759 1226 Baker i sur.t’
Kanada 2014. <GK 82 Yargeau i sur.?!

TRAM UK 2012. 1123 739 Baker i sur.*3
Ceska 2011. 1361 - Baker i sur.*
Slovacka 2013. 850 - Mackul’ak i sur.*®
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Tablica 3. - nastavak

Neprociséena  Prociscena
Analit Driava God. otpadna otpadna Referencija
voda voda
y/ngL? y/ngL?
N-DM.- UK 2010. 2 457 433 Baker i sur.z1
TRAM Ceska 2011. 557 - Baker i sur.
UK 2012. 397 145 Baker i sur.*3
UK 2010. 20 <GK Baker i sur.t’
oM Ceska 2011. <GK - Baker i sur.*
UK 2012, 15 8 Baker i sur.*®
Tajvan 2010. 56 <GK Lin i sur.*8
Njemacka 2005. 820 110 Hummel i sur.*’
Spanjolska  2007. 54 51 Boleda i sur.*
Svicarska 2009. 1 007 929 Berset i sur.*
Italija 2006. 83 <GK Castiglioni i sur.!8
Svicarska 2006. 204 55 Castiglioni i sur.'8
UK 2010. 481 131 Baker i sur.t’
MOR Hrvatska 20009. 294 56 Terzié i sur.?
Kanada 2014. 10 9 Yargeau i sur.?!
Spanjolska  2016. 196 31 Andrés-Costa i sur.®
Spanjolska  2010. 152 73 Martinez Bueno i sur.*?
SAD 2017. 92 43 Skees i sur.*
Francuska  2012. 1637 71 Nefau i sur.>®
Spanjolska  2009. 137 82 Gonzalez-Marifio i sur.*
Ceska 2011. 12 - Baker i sur.*
UK 2012. 371 59 Baker i sur.*?
vag  alija 2017. 3 <GK Castiglioni i sur.8
Svicarska 2017. 18 <GK Castiglioni i sur.'8
EM Spanjolska  2010. <GK <GK Martinez Bueno i sur.*2
HM SAD 2017. 42 22 Skees i sur.*
Njemacka  2005. 540 260 Hummel i sur.*’
Spanjolska 2007, 55 111 Boleda i sur.*
Svicarska 20009. 228 204 Berset i sur.*°
UK 2010. 2121 437 Baker i sur.t’
Hrvatska 2009. 262 149 Terzi¢ i sur.?
Spanjolska  2016. 969 744 Andrés-Costa i sur.®
coD Spanjolska  2010. 845 390 Martinez Bueno i sur.*?
Tajvan 2010. 47 44 Lin i sur.*8
SAD 2017. 148 28 Skees i sur.*
Kanada 2014, 100 454 Yargeau i sur.?!
UK 2012. 1256 372 Baker i sur.*®
Ceska 2011. 187 - Baker i sur.**
Spanjolska  2009. 205 111 Gonzalez-Marifio i sur.*
Slovacka 2013. 82 - Mackul’ak i sur.*®
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Tablica 3. - nastavak

Neprocis¢ena  ProciS¢ena
Analit Driava God. otpadna otpadna Referencija
voda voda
y/ngL? y/ngL?
Njemacka 2005. 330 140 Hummel i sur.*’
UK 2010. 321 146 Baker i sur.t’
DCOD Kanada 2014. <GK <GK Yargeau i sur.?!
Ceska 2011. 137 - Baker i sur.*
UK 2012. 227 118 Baker i sur.*®
UK 2012. 72 24 Baker i sur.*®
norCOD gjeéka 2011. <GK - Baker i _sur.44
Spanjolska ~ 2007. 6 14 Boleda i sur.*
UK 2010. 112 33 Baker i sur.'’
Spanjolska  2007. <GK <GK Boleda i sur.*!
Italija 2006. 12 <GK Castiglioni i sur.!8
Svicarska 2006. 10 <GK Castiglioni i sur.8
UK 2010. 22 <GK Baker i sur.'’
6-AM Hrvatska 2009. 12 2 Terzi¢ i sur.?
Kolumbija  2015. <GK <GK Bijlsma i sur.*
Spanjolska  2010. <GK <GK Martinez Bueno i sur.*?
Tajvan 2010. <GK <GK Lin i sur.*®
Ceska 2011. <GK - Baker i sur.*
UK 2012. 9 2 Baker i sur.*®
Njemacka  2005. 95 47 Hummel i sur.*’
HC SAD 2007. 70 - Chiaia i sur.*®
SAD 2017. 147 107 Skees i sur.*
Spanjolska  2007. <GK 31 Boleda i sur.*
UK 2010. 203 62 Baker i sur.'’
norMOR 2012. 131 20 Baker i sur.%
Ceska 2011. <GK - Baker i sur.*
Njemacka 2005. 70 <GK Hummel i sur.*’
UK 2010. 12 12 Baker i sur.'’
SAD 2017. 72 38 Skees i sur.*
oC Kanada 2014. 34 115 Yargeau i sur.?!
SAD 2007. 99 - Chiaia i sur.®®
Ceska 2011. <GK - Baker i sur.*
UK 2012. 9 7 Baker i sur.*®
UK 2010. 33 14 Baker i sur.'’
SAD 2017. 14 <GK Skees i sur.*
BUP UK 2012. 47 15 Baker i sur.*®
Ceska 2011. <GK - Baker i sur.*
Francuska 2012. 98 40 Nefau i sur.®®
UK 2010. 11 7 Baker i sur.t’
PP Ceska 2011. <GK - Baker i sur.*
UK 2012. 8 < GK Baker i sur.*®
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Tablica 3. - nastavak

Neprociséena  Prociscena

Analit Driava God. otpadna otpadna Referencija
voda voda
y/ngL? y/ngL?
UK 2010. <GK <GK Baker i sur.’
norBUP  Ceska 2011. <GK - Baker i sur.**
UK 2012. 19 8 Baker i sur.*®
Spanjolska  2007. <GK <GK Boleda i sur.*
UK 2010. 1,7 < GK Baker i sur.'’
ENT  Taivan 2010. 1,4 <GK Lin i sur.*®
SAD 2017. 1,6 20 Skees i sur.*
Ceska 2011. <GK - Baker i sur.**
UK 2012. 1,3 0,5 Baker i sur.*3
UK 2010. 6,9 1,1 Baker i sur.'’
NFNT  Ceska 2011. <GK - Baker i sur.*
UK 2012. <GK <GK Baker i sur.*®

MTHD - metadon, EDDP - 2-etil-5-metil-3,3-difenil-1-pirolin, TRAM - tramadol, N-DM-TRAM -
N-demetil-cis-tramadol, OM — oksimorfon, MOR - morfin, M3G - morfin-3-3-D-glukuronid, EM - etilmorfin,
HM - hidromorfon, COD - kodein, DCOD - dihidrokodein, norCOD - norkodein, 6-AM - 6-acetilmorfin,
HC - hidrokodon, norMOR - normorfin, OC - oksikodon, BUP - buprenorfin, PP — propoksifen,
norBUP — norbuprenorfin, FNT — fentanil, NFNT — norfentanil, GK — granica kvantitativnog odredivanja

Iz Tablice 3 moze se uociti kako je od svih opioidnih analgetika najviSe istrazivanja 0
zastupljenosti u otpadnim vodama provedeno za morfin (n = 16), kodein (n = 14), metadon
(n = 16), EDDP (n = 13) te 6-acetilmorfin (n = 10), dok je najmanji broj istrazivanja
obuhvacao etilmorfin i hidromorfon (n = 1) te morfin-3-3-D-glukuronid (n = 2).

Vecina objavljenih istrazivanja ¢iji je predmet bio odredivanje opioidnih analgetika u
otpadnim vodama, obuhvacala je mali broj roditeljskih spojeva i njihovih metabolita. Lin i
suradnici®® razvili su metodu za analizu 4 terapeutskih opioida u okoli$nim uzorcima, dok su
Skees i suradnici® razvili metodu koja je obuhvacala 8 opioida. Najopseznije istrazivanje
rasprostranjenosti opioida, koje je prethodilo ovom radu, proveli su Baker i Kasprzyk-
Hordern’. Razvijena analiticka metoda obuhvaéala je sumarno 65 farmaceutskih tvari, od
kojih je 21 pripadalo skupini opioida i njihovim metabolitima. Medutim, navedeno
istrazivanje nije obuhvacalo polarne derivate morfina, kao §to su morfin-3-B-D-glukuronid,
morfin-6-p-D-glukuronid, dihidromorfin i hidromorfon. Obzirom na vaznost i zastupljenost
glukuronidnih konjugata prilikom izlu€ivanja iz ljudskog organizma, njihovo odredivanje u
otpadnim vodama moglo bi biti vrlo vazno za sveobuhvatnu procjenu ponasanja i uc¢inka na

okolis.
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2.2.2. Ponasanje opioidnih analgetika u uredajima za prociséavanje otpadnih voda
Opioidni analgetici se u uredajima za proc¢is¢avanje otpadnih voda uklanjaju nepotpuno, a za
pojedine tesko razgradljive opioide stupanj eliminacije je gotovo zanemarljiv&1%20:21.22,
Castiglioni i suradnici'® zabiljezili su potpuno uklanjanje 6-acetilmorfina i morfin-3-p-D-
glukuronida u konvencionalnim uredajima za proc¢i§¢avanje otpadnih voda s aktivnim muljem
u Italiji. Medutim, U istim uredajima, eliminacija metadona bila je niza od 28 %, dok je za
njegov glavni humani metabolit, EDDP, zabiljezena negativna eliminacija, odnosno povisenje
koncentracije nakon procis¢avanja otpadnih voda za 14 %. U slicnom istrazivanju u
Spanjolskoj?® utvrden je, takoder, visok stupanj uklanjanja morfina i 6-acetilmorfina (88 %).
Nasuprot tome, istrazivanje koje su u Kanadi proveli Rodayan i suradnici'® pokazalo je da je
stupanj uklanjanja morfina, oksikodona i EDDP-a bio nizi od 40 %. Na slabo uklanjanje
opioida (6-acetilmorfin 23 %; kodein 37 %) ukazalo je i istrazivanje Yorgeaua i suradnika?®.
Ocito da postoje znacajne razlike izmedu pojedinih uredaja koje se najvjerojatnije mogu
protumaciti razlikama u sastavu aktivnih mikroorganizama prisutnih u aktivnom mulju za
razgradnju opioidnih tvari, ali i moguc¢im temperaturnim razlikama na pojedinim lokacijama.
Medutim, ne postoje sustavna istrazivanja koja bi adekvatno dokumentirala te pretpostavke.
Najkontroverzniji literaturni podatci odnose se na izmjereni negativni stupanj eliminacije
6-acetilmorfina®®, kodeina??, metadona??, EDDP-a'®?? i tramadola'®. Uzrok takvog rezultata
mogla bi biti retransformacija nekih nepoznatih prekursora u promatrane opioidne spojeve
(npr. dekonjugacijom odgovarajuc¢ih glukuronida), ali takav scenarij zasada nije dokazan u
literaturi. Drugi razlog moZe biti sasvim tehnicke prirode kao §to je nedovoljna uskladenost
uzorkovanja ulazne (neprocis¢ene) i izlazne (procis¢ene) otpadne vode. Dakako, to prije

svega, dolazi do izraZaja kod teZe razgradljivih tipova opioida.

2.2.3. Rasprostranjenost opioidnih analgetika i njihovih metabolita u prirodnim vodama
Nepotpuno uklanjanje opioidnih analgetika u uredajima za procis¢avanje otpadnih voda ima
za posljedicu da se putem procis¢enih otpadnih voda u vodeni okoli§ unose znatne koli¢ine
opioida. Stoga su brojna istrazivanja usmjerena na pracenje rasprostranjenosti i zastupljenosti
pojedinih opioidnih analgetika u prirodnim vodama. Kao i u otpadnim vodama, najcesce

analizirani opioidni spojevi u povrSinskim vodama bili su kodein, morfin, metadon, EDDP 1
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6-acetilmorfin. U Tablici 4 prikazan je literaturni pregled najnizih i najvisih masenih

koncentracija opioida i njihovih metabolita odredenih u prirodnim vodama.

Tablica 4. Usporedba raspona masenih koncentracija opioidnih analgetika i njihovih

metabolita u prirodnim vodama. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Najniza Najvisa
Analit Drzava God. n;(asena masena Referencija
onc. konc.
y/ngL?t y/ngL?
Italija 2006. <GK 38 Zuccato i sur.>®
Engleska 2005. <GK 51 Zuccato i sur.>°
Njemacka 2005. - 78 Hummel i sur.*’
Spanjolska 2007. 48 6,3 Boleda i sur.*
Svicarska 2009. <GK 1,4 Berset i sur.*
Spanjolska 2007. <GK 31 Boleda i sur.5!
UK 2010. - 36 Baker i sur.t’
Spanjolska  2010./11. - 22 Mastroianni i sur.%?
Spanjolska 2015. - 3,0 Andrés-Costa i sur.
MOR Spanjolska 2009. - 89 Gonzalez-Marifio i sur.*
Spanjolska 2010. 12 19 Martinez Bueno i sur.?
Tajvan 2010. - 108 Lin i sur.*8
SAD 2017. <GK 6,2 Skees i sur.*
Spanjolska ~ 2007./08. 6,5 11 Postigo i sur.?
UK 2011. 0,5 32 Baker i sur.*?
Spanjolska 2010. 2,6 21 Jurado i sur.%®
Spanjolska 2012. 21 148 Mendoza i sur.>*
Nizozemska  2009. <GK 7,0 Van der Aa i sur.>®
Kina 2015. <GK <GK  Wangisur.>®
Italija 2006. 1 51 Zuccato i sur.>°
Njemacka 2005. - 94 Hummel i sur.*’
Spanjolska 2007. 19 27 Boleda i sur.*
Svicarska 2009. <GK 18 Berset i sur.*
Spanjolska 2007. <GK 251 Boleda i sur.*!
UK 2010. - 342 Baker i sur.t’
Spanjolska 2015. - 7,0 Andrés-Costa i sur.®
COD  Spanjolska 2009. - 149 Gonzalez-Marifio i sur.'?
Spanjolska 2010. 32 174 Martinez Bueno i sur.*?
Francuska 2013. 7.9 8,9 Brieudes i sur.'*
Tajvan 2010. - 57 Lin i sur.*®
SAD 2017. < GK 34 Skees i sur.®
UK 2011. 3,2 341 Baker i sur.?®
Nizozemska  2009. 1 23 Van der Aa i sur.>®
Kina 2015. 0,8 1,8 Wang i sur.%®
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Tablica 4. - nastavak
Najniza Najvisa
Analit Drzava God. n;(asena masena Referencija
onc. konc.
y/ngL! y/ngL?
He Njemacka 2005. - 28 Hummel i sur.*’
SAD 2017. 5,0 126 Skees i sur.*
EM Spanjolska 2010. < GK <GK  Martinez Bueno i sur.*?
HM SAD 2017, <GK 9,1 Skees i sur.*
Svicarska 2009. <GK 4,6 Berset i sur.*
Spanjolska 2007. <GK 18 Boleda i sur.!
UK 2010. - 18 Baker i sur.t’
Spanjolska  2010./11. - 20 Mastroianni i sur.%?
Spanjolska 2015. - 25 Andrés-Costa i sur.®
Spanjolska 2009. - <GK  Gonzélez-Marifio i sur.'?
Spanjolska 2010. 2,0 14 Martinez Bueno i sur.*?
MTHD  Francuska 2013. <GK 0,6 Brieudes i sur. 14
SAD 2017. 2,4 18 Skees i sur.t
UK 2011. 0,2 24 Baker i sur.*®
Spanjolska 2010. 6,4 52 Jurado i sur.%®
Spanjolska 2012. 7,7 55 Mendoza i sur.>
Nizozemska  2009. 1,0 2,0 Van der Aa i sur.>®
Kina 2015. 0,1 0,3 Wang i sur.>®
Italija 2006. 0,2 8,6 Zuccato i sur.>°
Spanjolska 2007. 4,9 10 Boleda i sur.*
Italija 2006. 0,6 18 Zuccato i sur.>°
Spanjolska 2007. 9,6 18 Boleda i sur.*
Svicarska 20009. 0,6 12 Berset i sur.*°
Spanjolska 2007. 2,0 64 Boleda i sur.t
UK 2010. - 38 Baker i sur.t’
Spanjolska  2010./11. - 50 Mastroianni i sur.5?
EDDP Spanjolska 2015. - <GK  Andrés-Costaisur.?
Spanjolska 2010. 31 40 Martinez Bueno i sur.*2
Francuska 2013. 1,7 1,9 Brieudes i sur.'4
UK 2011. 0,5 41 Baker i sur.*?
Spanjolska 2010. 12 95 Jurado i sur.%®
Spanjolska 2012. 21 151 Mendoza i sur.>*
Nizozemska  2009. <GK <GK  Vander Aaisur.®®
Kina 2015. 0,2 0,3 Wang i sur.®®
Njemacka 2005. - 79 Hummel i sur.*’
DCOD UK 2010. - <GK Baker i sur.t’
UK 2011. 1,0 97 Baker i sur.*®
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Tablica 4. - nastavak

Najniza Najvisa
Analit Drzava God. n;(asena masena Referencija
onc. konc.
y/ngL! y/ngL?
Njemacka 2005. - <GK  Hummelisur.*’
oc UK 2010. - 7.1 Baker i sur.’
SAD 2017. 2,9 27 Skees i sur.*
UK 2011. <GK 6,5 Baker i sur.*®
PP UK 2010. - <GK Baker i sur.t’
UK 2011. <GK < GK Baker i sur.*®
Njemacka 2005. - 52 Hummel i sur.*’
UK 2010. - 441 Baker i sur.’
TRAM Francuska 2013. 61 65 Brieudes i sur.'*
UK 2011. 1,1 539 Baker i sur.*3
Spanjolska 2007. <GK <GK  Boledaisur.*
Spanjolska 2007. <GK <GK  Boledaisur.®
norMOR 2010. i <GK  Bakerisur.l
UK 2011. < GK 57 Baker i sur.*3
Spanjolska 2007. <GK 8,5 Boleda i sur.*
Spanjolska 2007. <GK 10 Boleda i sur.!
norCOD UK 2010. - 20 Baker i sur.'’
Francuska 2013. 1,3 1,5 Brieudes i sur.'*
UK 2011. <GK 20 Baker i sur.*®
Spanjolska 2007. <GK 3,4 Boleda i sur.*
Svicarska 2009. <GK 1,2 Berset i sur.*
Spanjolska 2007. <GK <GK  Boledaisur.5!
UK 2010. - <GK Baker i sur.'’
Spanjolska  2010./11. - 3,0 Mastroianni i sur.5?
6-AM Spanjolska 2010. <GK <GK Martinez Bueno i sur.*?
Tajvan 2010. - <GK Lin i sur.*8
Spanjolska  2007./08. < GK <GK  Postigo i sur.?’
UK 2011. <GK < GK Baker i sur.*®
Spanjolska 2012. <GK <GK  Mendozai sur.>*
Nizozemska  2009. <GK < GK Van der Aa i sur.®®
Kina 2015. < GK <GK  Wangisur.>®
Spanjolska 2007. <GK <GK  Boledaisur.*
Spanjolska 2007. <GK 2,3 Boleda i sur.>!
UK 2010. - 1,0 Baker i sur.t’
FNT Tajvan 2010. - <GK Lin i sur.*8
SAD 2017. <GK 1,5 Skees i sur.*
UK 2011. < GK <GK Baker i sur.®®
Nizozemska  2009. < GK < GK Van der Aa i sur.®®
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Tablica 4. - nastavak

Najniza Najvisa
Analit Drzava God. n;(asena masena Referencija
onc. konc.
y/ngL?t y/ngL?
NenT | UK 2010. - <GK Baker i sur.t’
UK 2011. < GK < GK Baker i sur.®®
OM UK 2010. - <GK Baker i sur.t’
UK 2011. < GK 3,5 Baker i sur.*®
norBUP UK 2010. - <GK Baker | sur.t’
UK 2011. < GK 3,4 Baker i sur.*®
UK 2010. - 90 Baker i sur.t’
BUP SAD 2017. <GK <GK  Skeesisur.?
UK 2011. <GK 14 Baker i sur.*®

MOR - morfin, COD - kodein, HC — hidrokodon, EM - etilmorfin, HM — hidromorfon, MTHD — metadon,
EDDP - 2-etil-5-metil-3,3-difenil-1-pirolin, DCOD - dihidrokodein, OC - oksikodon, PP — propoksifen,
TRAM - tramadol, norMOR - normorfin, norCOD - norkodein, 6-AM - 6-acetilmorfin, FNT — fentanil,
NFNT - norfentanil, OM - oksimorfon, norBUP — norbuprenorfin, BUP - buprenorfin, GK — granica
kvantitativnog odredivanja

Ocekivano, najvise koncentracije zabiljeZene su za one opioide koji imaju najviSu upotrebu i
koji se najslabije uklanjaju u uredajima za proc¢is¢avanje otpadnih voda. Najvisa masena
koncentracija u povrsinskim vodama (rijeke Temza u UK-u i Manzanares u Spanjolskoj)
izmjerena je za tramadol*® (Temza 539 ng L), kodein*’ (Calder, 342 ng L), morfin>
(Manzanares, 148 ng L), metadon® (Manzanares, 55 ng L) i EDDP* (Manzanares, 151
ng L.

2.2.4. Abioticke i bioticke transformacije opioidnih analgetika

Transformacijski procesi imaju znacajan utjecaj na biogeokemijsko ponaSanje opioidnih
anagetika te procjenu ekoloskog rizika. Oni neposredno utjeCu na koncentracijske razine i
kemijski oblik u kojem ¢e se neki opioidni sastojak pojaviti u okolisu. Prema podrijetlu i
na¢inu nastanka, razlikuje se nekoliko kategorija transformacijskih produkata opioida. Jedna
kategorija ve¢ je spomenuta ranije i obuhvaca transformacijske proizvode koji nastaju
metaboli¢kim transformacijama u ljudskom organizmu (humani metaboliti). Drugu skupinu
predstavljaju transformacijski proizvodi koji nastaju glavnim transformacijskim procesima u
okolisu, ukljucuju¢i mikrobnu transformaciju, fotokemijsku razgradnju te redoks reakcije i
hidrolizu, a tre¢a obuhvaca transformacijske proizvode koji nastaju primjenom naprednih

tehnologija za procis¢avanje otpadnih voda (npr. oksidacijski procesi, poput Kloriranja,
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ozoniranja te kombinacije ultraljubicastog zracenja i vodikovog peroksida). Pri tom treba
naglasiti da transformacijski produkti koji pripadaju spomenutim kategorijama ne moraju
nuzno biti kemijski razli¢iti. Ukoliko su transformacijski procesi u¢inkoviti, oni dovode do
smanjenja izlozenosti roditeljskim spojevima i do smanjenja ekoloskog rizika. Medutim, pri
tome Cesto nastaje vrlo Siroki spektar stabilnih transformacijskih proizvoda, koji mogu
znacajno doprinositi ukupnoj koncentraciji spojeva poteklih od opioida, a ¢iji su ucinci u
okoliu uglavnom nepoznati®.

Stoga je, za sveobuhvatnu procjenu ekoloskog rizika opioidnih analgetika u vodenom
okolisu, potrebno u obzir uzeti i njihove transformacijske produkte. Pri tom pozornost treba
posvetiti onim transformacijskim proizvodima koji iz roditeljskog spoja nastaju u visokom
postotku te onima koji pokazuju povisenu toksiénost u odnosu na roditeljski spoj®. U tom
kontekstu, posebnu vaznost imaju modelna simulacijska istrazivanja pojedinih biotickih
(bioloska razgradnja) i abiotickih procesa (fotokemijska razgradnja, oksidacija ili hidroliza)
pri ¢emu se ispitivanja provode kombinacijom metoda kemijske analize i biotestova.
Upotrebom biotestova prate se promjene ukupne toksicnosti medija u kojem se provodi neka
transformacija (na koju, dakle, utje¢u i toksi¢nost roditeljskog spoja i toksi¢nost nastalih
transformacijskin produkata) te se dobiveni rezultat usporeduje s rezultatima detaljne
kemijske analize. Ocjena ekotoksikoloske relevantnosti transformacijskog procesa dobiva se
usporedbom promjene (smanjenja) toksi¢nosti sa smanjenjem koncentracije roditeljskog
spoja. Oc¢igledno, oc¢ekivani ekotoksikoloski rizik je visi za roditeljske spojeve koji se slabo
uklanjaju, ali najnepovoljniji ishod predstavlja transformacija osnovnih spojeva u stabilne
usmjerenih ucincima (engl. effect-directed analysis, EDA) moguée je komplementarnom
primjenom vrlo naprednih identifikacijskih kemijskih tehnika i bioloskih analitickih alata
otkriti novonastale sastojke odgovorne za poveéanu toksi¢nost®’.

Prema dostupnim literaturnim podatcima, postoje¢a saznanja o mogucim
transformacijama opioidnih analgetika i njihovih humanih metabolita u vodenom okolisu vrlo
su ogranicena. Zahvaljuju¢i stalnom napretku analiti¢kih tehnika, u posljednjih nekoliko
godina provedeno je vise istrazivanja Kkoja su ukljucivala identifikaciju formiranih
transformacijskih produkata. Istrazivanja su wuglavnom bila usmjerena na abiotiCke

transformacijske procese, kao Sto su fototransformacija, fotokatalitiCka transformacija i
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kloriranje?*?>%:27 dok su biotransformacijska istrazivanja bila rjeda i usmjerena samo na
roditeljske spojeve?®29%,

U istrazivanju fotoliticke 1 fotokataliticke transformacije metadona u vodenoj otopini
djelovanjem sundeva zradenja, Postigo i suradnici®* karakterizirali su nekoliko glavnih
meduprodukata primjenom Vvezanog sustava tekucéinske kromatografije ultravisoke
djelotvornosti i tandemne spektrometrije masa na temelju vremena leta (UHPLC-Q/ToF MS).
Autori su zaklju¢ili da istrazivani napredni oksidacijski procesi predstavljaju dobru alternativu
za dekontaminaciju voda koje sadrze metadon. Abioticku transformaciju metadona istrazivali
su i Gonzalez-Marino i suradnici®® te Hsieh i suradnici?’, koji su pokazali da fotorazgradnjom
I kloriranjem vodenih otopina metadona nastaju znatne koli¢ine EDDP-a, koji je poznat i kao
glavni humani metabolit metadona.

Za razliku od abioti¢kih transformacija metadona, literaturni podatci o njegovoj
biotransformaciji su vrlo oskudni. Neki autori ukazali su na veoma visoku stabilnost
metadona u otpadnim vodama®*®, dok su druga istrazivanja®®®! sugerirala da se metadon
dobro uklanja u kanalizacijskom sustavu. Medutim, pouzdanost spomenutih zakljucaka je
relativno ogranicena jer su ta istrazivanja temeljena iskljué¢ivo na odredivanju roditeljskih
spojeva.

Mnogo detaljnije istrazivanje provedeno je na biotransformaciji kodeina. Wick i
suradnici?® proveli su sveobuhvatno istrazivanje biotransformacije kodeina, $to je dovelo do
identifikacije 18  razli¢itih  transformacijskih  proizvoda, ukljuc¢uju¢i  kodeinon,
14-hidroksikodeinon, neopin i izoneopin. Ti su transformacijski proizvodi pronadeni i u
realnim uzorcima pro¢iséene otpadne vode. Rua-GOmez i Puttmann®? istrazivali su
fotorazgradnju i bioloSku razgradnju tramadola i njegovog metabolita O-demetil-cis-
tramadola u povrSinskim vodama, pra¢enjem uklanjanja istraZivanih spojeva. U provedenim
modelnim pokusima odredene su srazmjerno niske brzine izravne fotorazgradnje
(< 0,0027 h''), kao i mikrobne razgradnje (< 0,00029 h™). Brzina razgradnje bila je znacajno
visa (0,0341 h'Y) u pokusima indirektne fotorazgradnje. Medutim, Bergheim i suradnici®! su
zakljucili da bi fototransformacijski proizvodi tramadola mogli predstavljati ve¢i rizik za
okoli$ od samog roditeljskog spoja jer je inhibicija rasta bakterije Pseudomonas putida za

tramadol bila 7 %, a za njegove fototransformacijske produkte 22 %.
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2.3. Analiticke metode za odredivanje opioidnih analgetika u vodenom

okolisu

Ubrzani razvoj novih hibridnih analitickih tehnika posljednjih dvadesetak godina, posebice
vezanih sustava tekucinske kromatografije i tandemne spektrometrije masa, omogucio je
snazan razvoj visokospecifiénih metoda za istrazivanje pojavnosti i ponasanja znatno Sireg
spektra organskih zagadivala nego $to je to ranije bilo moguce. Taj je napredak bio posebno
znacajan u podrucju analitike polarnih, termolabilnih i nehlapljivih tvari, $to je omogud¢ilo da
se otkriju brojni novi tipovi zagadivala (engl. emerging contaminants, EC) kao $to su,
primjerice, aktivne tvari iz farmaceutskih proizvoda te sastojci iz sredstava za osobnu njegu i
higijenu. Unato¢ tome S§to u literaturi postoji velik broj analitickih metoda namijenjenih
odredivanju tragova farmaceutskih spojeva u okolisu®*®4%, zbog izrazito velikog broja i
raznorodnih kemijskih znacajki tih spojeva, i dalje postoji potreba za kontinuiranim razvojem
novih metoda s ciljem istrazivanja njihova unosa, raspodjele, ponasanja 1 ekotoksikoloskih

uc¢inaka u vodenom okoliSu.

2.3.1. Prikupljanje i priprava uzoraka

Prilikom prikupljanja uzoraka nuzno je osigurati njihovu reprezentativnost te strategiju
uzorkovanja adekvatno prilagoditi ciljevima istrazivanja. Kada se radi o analizama
komunalnih otpadnih voda s ciljem procjene stupnja uklanjanja ili odredivanja masene bilance
istrazivanih spojeva u uredaju za prociS¢avanje otpadnih voda, nuzno je prikupljati 24-satne
kompozitne uzorke. Medutim, kada to iz tehnickih razloga nije moguée, mogu se prikupiti i
trenutni uzorci, ali pri tome treba racunati na manju pouzdanost procjena koje proizlaze iz
analitickih rezultata. U prvim preliminarnim istrazivanjima u podru¢ju epidemiologije
otpadnih voda 2005. i 2006. godine, Zuccato i suradnici prikupljali su 2-satne kompozitne
uzorke®, dok danas usvojeni protokol predvida obavezno prikupljanje 24-satnih kompozitnih
uzoraka®*'3, Kada je rije¢ o prikupljanju rije¢ne vode, kompozitno uzorkovanje predstavlja,
takoder, optimalan pristup, medutim, zbog tehniCkih ograni¢enja, najcesce se prikupljaju
trenutni uzorci®*. Osim toga, prilikom uzorkovanja na vodotocima posebno treba voditi

racuna o hidroloskim uvjetima te lokacijama glavnih izvora unosa zagadenja.
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Kao alternativnu tehniku prikupljanju kompozitnih uzoraka automatskim uzorkivacem,
neki su autori'®2® ypotrijebili vremenski-integrirano uzorkovanje uz primjenu diskova sa
sorbensima prikladnim za ekstrakciju polarnih organskih tvari (engl. Polar organic
integrative samplers, POCIS). Pasivno uzorkovanje na polarnim sorbensima predlozeno je
kao ekonomski isplativa, tehnoloski niskozahtijevna te ekoloski prihvatljiva tehnika
uzorkovanja. Akumulacija analita na sorbense odvija se difuzijom, a nakon odredenog
vremena izlaganja (naj¢eS¢e nekoliko dana) analiti se sa sorbensa eluiraju prikladnim
otapalom. Odredivanje koncentracija ciljanih analita u vodi upotrebom tehnike POCIS nije
izravno, ve¢ se procjenjuje na temelju akumulirane koli¢ine, a sama procjena ovisi 0 nizu
¢imbenika koji utjeCu na difuziju kao $to su temperatura, protok, vrsta matrice te bioloski
obrastaj. Rodayan i suradnici'® su usporedili masene koncentracije sedam opioida u trenutnim
i 24-satnim kompozitnim uzorcima otpadne vode s uzorcima prikupljenim uzorkovanjem
tehnikom POCIS i dobili su vrlo sliéne rezultate, osim za 6-acetilmorfin. Nasuprot tome,
Yorgeau i suradnici? su izvijestili da su koncentracije tramadola, metadona i EDDP-a u
uzorcima prikupljenim pasivnim uzorkovanjem bile sustavno nize nego u kompozitnom
24-satnom uzorku neprociséene otpadne vode. Autori su zakljucili da je sloZzena matrica
otpadne vode nepovoljno utjecala na sorpciju analita na POCIS-sorbens. Zbog navedenih
problema danas ipak prevladava klasi¢no prikupljanje kompozitnih uzoraka automatskim
uzorkivacima.

Ukoliko se uzorci obraduju istog dana kada se provodi uzorkovanje, tada se najceSce
prikupljaju u tamne staklene ili plasti¢ne boce te se ¢uvaju u hladnjaku (T = + 4 °C) do obrade
1 analize. Medutim, ponekad sve uzorke nije moguce analizirati neposredno nakon
uzorkovanja, posebice kada je rije¢ o velikim kampanjama prikupljanja uzoraka te se u tim
sluajevima uzorci najéeS$ce prikupljaju u boce izradene od polietilentereftalata (PET) te
zamrzavaju i ¢uvaju na — 20 °C do daljnje obrade i analize.

Detaljnu analizu stabilnosti Sirokog spektra opioidnih analgetika 1 njithovih
transformacijskin produkata (n = 21) tijekom skladistenja uzoraka proveli su Baker i
Kasprzyk-Hordern®”. Klju¢ni parametri istrazivanja bili su temperatura skladistenja (2 °C i
19 °C), vrijednosti pH (1,8 i 7,4) te vrijeme skladiStenja (12 h, 24 h, 72 h). Najveci broj
obuhvacenih opioida (kodein, norkodein, oksikodon, dihidrokodein, buprenorfin,
norbuprenorfin, metadon i EDDP) bio je vrlo stabilan, ¢ak i u uvjetima originalnog pH i

temperature skladistenja od 19 °C (smanjenje do 20 %). Medutim, kod tih je uvjeta uocen
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znacajan gubitak morfin-3-B-D-glukuronida (80,5 %) uz istovremeno nastajanje morfina.
Postojanost opioida u wuzorcima znacajno se povecala zakiseljavanjem uzoraka te
skladiStenjem na snizenoj temperaturi (2 °C). Ti rezultati upuéuju na vaznost odabira uvjeta
skladiStenja uzoraka za ocCuvanje integriteta originalnog uzorka, Sto treba uzeti u obzir i
tijekom prikupljanja 24-satnih kompozitnih uzoraka (prikupljanje u uzorkivacu s moguénoscu
hladenja uzoraka).

Prvi korak u obradi uzoraka je njihova filtracija s ciljem uklanjanja suspendiranih ¢estica
(engl. suspended particulate matter, SPM) ¢ime se, prije svega, olakSava eckstrakcija na
¢vrstoj fazi. U skladu s tim, vecina koncentracija objavljenih u literaturi odnosi Se na
otopljene opioide, dok su podatci o opioidima adsorbiranim na suspendiranu tvar znatno rjedi.
Volumen ovisi o tipu uzorka, odnosno oéekivanim koncentracijama te je najée$¢e u rasponu
od 50 mL do 1 000 mL.

Postupak priprave tekuc¢eg uzorka prije ekstrakcije moze ukljucivati i podesavanje pH
uzorka te dodatak izotopno obiljezenih unutarnjih standarada (surogata) koji imaju gotovo
identi¢na svojstva kao i analiti te se jednako ponasaju u svim fazama analitickih postupaka.
Na taj se nacin mogu uspjeSno kompenzirati moguci gubitci analita tijekom analize kao i
promjene intenziteta signala zbog prisustva matrice.

Buduéi da se opioidni analgetici u okoliSnim uzorcima javljaju u relativno niskim
koncentracijama, uzorke je prije analize potrebno ukoncentrirati. U tu svrhu se za uzorke vode
najcesce primjenjuje ekstrakcija na ¢vrstoj fazi, pri ¢emu se uglavnom upotrebljavaju
kolonice punjene odgovaraju¢im sorbensom koji ima sposobnost vezanja ciljanih analita.
Izbor sorbensa ovisi ponajprije o svojstvima analita i stoga, prilikom analize velikog broja
spojeva razlicitih fizikalno-kemijskih svojstava, pronalazenje optimalnih uvjeta za ekstrakciju
predstavlja poseban izazov. Za ekstrakciju terapijskih opioida iz uzoraka vode najcesce se
koriste kolonice punjene sorbensom mjesovitog hidrofilno-lipofilnog karaktera, primjerice
Oasis HLB. Alternativno, koriste se i kolonice punjene mjesovitom fazom koja se sastoji od
hidrofobnog polimernog materijala djelomi¢no modificiranog sulfonskim skupinama $to
omogucavaju jaku kationsku izmjenu (npr. Oasis MCX). Nesto rjede se upotrebljavaju i
kolonice punjene nepolarnim sorbensom Cis.

U posljednje vrijeme za analizu opioida se koristi i automatizirana ekstrakcija na ¢vrstoj
fazi (engl. online SPE) povezana s analizom LC-MS-om®%%70 Najveée prednosti ove metode

su krace vrijeme priprave uzorka te manji volumeni originalnih uzoraka (od 1 mL do 10 mL)
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koji su potrebni za ekstrakciju. Tom tehnikom mogu se posti¢i granice odredivanja za morfin,
6-acetilmorfin, oksikodon, kodein, metadon, EDDP i dihidrokodein u rasponu od 0,5 ng L
do 5,97 ng L.

Analitika opioida u ¢vrstim uzorcima, kao S§to su suspendirana tvar, aktivni mulj i
sediment, podrazumijeva prethodnu ekstrakciju uzoraka organskim otapalom pri ¢emu se
upotrebljavaju razliCite tehnike, ukljucujuc¢i ekstrakciju pomognutu ultrazvukom,
izmuckivanje s otapalom na tresilici te ubrzanu visokotlaénu ekstrakciju otapalom?®4472,
Dobivene ekstrakte najcesce je potrebno dodatno procistiti pri ¢emu se u pravilu primjenjuju
postupci srodni ekstrakciji na ¢vrstoj fazi. Kao $to je ranije spomenuto, vecina literaturnih
podataka o analitici opioida odnosi se na otopljenu frakciju, dok su radovi o njihovom
odredivanju u &vrstim uzorcima okoli$a vrlo rijetki. Baker i Kasprzyk-Hordern™ razvili su
najopsezniju metodu za odredivanje razli¢itih psihoaktivnih tvari u partikulatnoj frakciji
neproCiS¢enih otpadnih voda, koja je obuhvacala i 21 opioidni analgetik te njihove
transformacijske produkate. Kao otapalo za PLE upotrebljavali su smjesu metanola i vode
[ v (CH30H, H20) = 1: 1] podesenu na pH 2 dodatkom octene kiseline. Primjenom na realne
uzorke ovi su autori utvrdili da se oko 10 % metadona i EDDP-a nalazilo u partikulatnoj
frakciji te su ukazali da se udio opioida koji je vezan na suspendirane Cestice ne smije

zanemariti u sveobuhvatnoj evaluaciji tih spojeva.

2.3.2. Instrumentna analiza

Sve instrumentne tehnike za analizu opioida u okoliSnim matricama ukljucuju dvije
sastavnice: kromatografsko odjeljivanje 1 visokospecificnu detekciju. Za uspjeSnu
identifikaciju i kvantitativno odredivanje u sloZenim matricama prvo je potrebno provesti §to
uspjesnije odjeljivanje komponenata smjese koja se nalazi u ekstraktu, a zatim selektivno
detektirati ciljane analite s visokom osjetljivos¢u. U analitici polarnih spojeva, ukljucujuéi i
opioidne analgetike, najcesc¢e se za odjeljivanje primjenjuju tekuéinskokromatografske
tehnike (engl. liquid chromatography, LC), ali za neke manje polarne opioidne spojeve
upotrebljavaju se i plinskokromatografske tehnike (engl. gas chromatography, GC). Tehnike
GC-a imaju znacajnu upotrebu u forenzici’>’3, Prednost tehnika GC-MS je povoljnija cijena
instrumentacije te slabiji utjecaj matrice na ionizaciju analita. Medutim, primjena tehnika

GC-a u analitici opioidnih analgetika u pravilu ukljucuje prethodno derivatiziranje uzoraka
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koje je Cesto dugotrajno, a ponekad i nedovoljno ponovljivo te moze dovesti do nezeljenih
kontaminacija. Stoga je, od 25 izdvojenih istrazivanja (Tablica 5), ¢iji je predmet bio
odredivanje opioidnih analgetika u otpadnim i povrSinskim vodama te u vodi za pice, samo u
dva upotrijebljena tehnika GC-MS!!1?,

Gonzalez-Marifio i suradnici'? razvili su i primijenili metodu GC-MS za odredivanje
kodeina, metadona i morfina u neprociscenoj I procis¢enoj otpadnoj vodi te u rije¢noj vodi,
dok se metoda pokazala manjkavom za odredivanje EDDP-a. Mari i suradnici! razvili su
metodu za odredivanje ukupno triju opioida u otpadnim vodama, ukljucujuci i morfin. Na
temelju tih literaturnih podataka moze se zakljuciti da tehnike GC-MS imaju znacajna
ograni¢enja u pogledu primjenjivosti za sveobuhvatnu multirezidualnu analizu opioidnih
analgetika.

Stoga su u veéini provedenih istraZivanja opioidnih spojeva u okoliSu primijenjene tehnike
LC-MS pri ¢emu snazno prevladava upotreba tekuéinske kromatografije vezane s tandemnom
spektrometrijom masa (Tablica 5). Za analizu opioida mogu se upotrijebiti HPLC i UHPLC
(engl. Ultra high performance liquid chromatography, UHPLC) kolone, punjene razli¢itim
nepokretnim fazama. Najucestalija je upotreba kolona HPLC Synergi polar (150 mm x 3 mm,
4 um) (Tablica 5). U posljednje se vrijeme za analizu okolisnih uzoraka sve cesce koristi
UHPLC-tehnika™""® uz upotrebu kolona UHPLC Acquity BEH Cis (150 mm x 1 mm,
1,7 um). Tako su kapitalni troskovi UHPLC-a ve¢i u odnosu na HPLC, dugoro¢no gledano je
primjena UHPLC-a povoljnija zbog kraceg trajanja analize, §to ujedno zna¢i i manju
potro$nju otapala koja se koriste za pokretnu fazu’’. Kao pokretne faze se od organskih
otapala najceS¢e upotrebljavaju acetonitril 1 metanol uz dodatak mravlje kiseline, octene
kiseline te amonijevog formijata.

Nakon kromatografskog odjeljivanja opioidnih analita prisutnih u smjesi slijedi njihova
detekcija spektrometrijskim metodama. lako je UV spektrofotometrija (engl. Ultraviolet-
visible spectrophotometry) robusna, relativno rasprostranjena i jednostavna tehnika za analizu
farmaceutskih spojeva’®, masenospektrometrijske metode postale su dominantne u analizi
niskih koncentracija analita u uzorcima sa slozenom matricom. Spektrometrija masa s jednim
kvadrupolom pokazala se nedovoljno selektivnom te je, u posljednje vrijeme, u potpunosti
zamijenjena tandemnom spektrometrijom masa. Tehnike LC-MS/MS imaju niz prednosti u
pogledu selektivnosti, osjetljivosti i pouzdanosti. Standardni na¢in rada primjenom tehnika

LC-MS/MS je pracenje visestrukih tranzicijskih reakcija. U tom nacinu rada obi¢no se
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promatraju po jedan ion-prekursor i dva iona-produkta za svaki analit, odnosno dvije
tranzicije. Pri tome prva tranzicija sluzi za kvantitativno odredivanje ciljanih spojeva, dok
druga omogucuje dodatnu potvrdu identiteta analita.

Prilikom provodenja analiza masenospektrometrijskim metodama, vrlo je vazno odabrati
prikladnu tehniku ionizacije, a taj izbor ponajprije ovisi o vrsti uzorka i ciljanim analitima. Za
elektrorasprsenjem (engl. Electrospray ionisation, ESD*™"%8 a mnogo je rjeda upotreba
alternativnih ionizacijskih tehnika kao $to su kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku
(engl. Atmospheric pressure chemical ionization, APCI) i fotoionizacija pri atmosferskom
tlaku (engl. Atmospheric pressure photoionisation, APPI). Jedan od glavnih nedostataka
tehnike ESI je visoka osjetljivost na utjecaj matrice, $to u konacnici moze dovesti do
smanjenja ili povecanja signala analita u odnosu na ¢iste standardne otopine. Kako bi se
kompenzirala promjena odziva signala zbog utjecaja matrice, u veéini istrazivanja se
primjenjuje dodatak izotopno obiljezenih unutarnjih standarda.

Za kvantitativno odredivanje opioidnih analgetika i njihovih transformacijskih produkata u
okoliSnim uzorcima najceS¢e se kao analizator masa primjenjuje trostruki kvadrupol (engl.
Triple quadrupole, QqQ)***4, a nesto rjede hibrid kvadrupola i linearne stupice za ione’* ili
analizatora masa temeljenog na vremenu leta (engl. Quadrupole/Time of Flight, Q/ToF)?2¢,
Treba naglasiti da se za kvantitativno odredivanje najbolji rezultati postizu analizatorima
masa s trostrukim kvadrupolom, ali u novije vrijeme sve veéu vaznost zauzimaju tehnike koje

7980 koje omoguéuju identifikaciju

ukljuuju spektrometriju masa visokog razlucivanja
nepoznatih sastojaka na temelju to¢ne mase. Primjena ove tehnike posebno se pokazala
korisnom u pretraznim analizama te za identifikaciju novih tipova transformacijskih
produkata opioidal®.

U Tablici 5 prikazana je usporedba analitickih metoda za odredivanje opioidnih analgetika
dostupnih u literaturi pri ¢emu su uzeti u obzir nacin ekstrakcije, primijenjeni volumeni
uzoraka, primijenjena instrumentna tehnika, sastav nepokretne i pokretne faze te osnovni
pokazatelji kvalitete analitickog postupka, ukljucujuéi granice kvantifikacije i postignuti
analiticki povrat. Podatci su prikazani za odredivanje opioidnih analgetika u otopljenoj i
partikulatnoj frakciji neprociS¢enih otpadnih voda, prociS¢enih otpadnih voda, povrSinskih

voda i vodi za pice.
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Tablica 5. Usporedba objavljenin metoda za odredivanje opioidnih analgetika u

neprociséenim I proc¢is¢enim otpadnim vodama, povrsinskim vodama te vodi za pice

Matrica Ciljani  Ekstrakcija  Instrumentna  Kolone i pokretne Granica
spojevi (volumen) tehnika" faze kvantifikacije
Neprociséena
SPE 13 razlicitih kolona Otp?ggg’_‘)da
MOR, (200 mL), Ay (H20, HCOOH) = 011-77 n Lt
Neprogiséena oc, Direktna o 1000:1 L= NG L
; " LC-MS/MS . . Neprodi§éena
otpadna voda 6-AM, infuzija B: v (acetonitril, otpadna voda
HC uzorka HCOOH) = 1000 : 1 di pk A
(5 uL) (direktna infuzija
uzorka):
10-670ng L
=5 % fenil-95 %
N metilpolisiloksan Neprociscena
1;6132(:]0;5:;3: MOR a S%EEmL) GC-MS/MS't  (5MS) (12 m x 0,2 mm, otpadna voda:
P 0,33 um debljina 3,7 ng L
filma), helij 99,9999 %
Neprocis¢ena Neprocis¢ena
otpadna voda, MOR, *ZORBAX Eclipse otpadna voda:
6-AM, Direktna XDB-Csg (150 mm x 10-70ng LY,
Procisc¢ena EM, infuzija LC-MS/MS™2 4,6 mm, 5 pm) Procis¢ena
otpadna voda, MTHD, uzorka A: y (H20, HCOOH) = otpadna voda:
EDDP, (10 pL) 1000:1 10-60ng L,
PovrSinska COD B: acetonitril Povrsinska voda:
voda 2-30ngL?
Neprociséena MOR, *XTerra MS Cis (100 Nepromscena'
otpadna voda:
otpadna voda, M3G, SPE mm x 2,1 mm, 3,5um) 0.63-53ng L.
6-AM, LC-MS/MS®  A: y (H,0, CH,COOH) ~ ~'°° ~ 2> Ng L~
iz (50 mL) _ ) Proc¢is¢ena
Prociséena MTHD, =1000:0,5 .
otpadna voda EDDP B: acetonitril otpadna voda:
' 0,48-3,2ngL*!
Neprociséena MOR, =XBridge C1g (150 mm Nepr0c1scena.
x 2,1 mm, 3,5 um) otpadna voda:
otpadna voda, 6-AM, SPE A: 1 (H:0, HCOOH) = 4- 360 ng L-L
MTHD, (100 - 200 LC-MS/MS# - Y A2, - g
vy 1000:0,5 ProciS¢ena
Prociséena COD, mL) . - .
otpadna voda ENT B: w (acetonitril, otpadna voda:
HCOOH)=1000:0,5 2-125ngL*!
COD,
DCOD, *Genesis Cig (150 mm
MOR, x 2,1 mm, 4 um) v
s ) SPE o i 1 Neprociséena
Neprociscena 6-AM, (100 - 200 LC-MS/MS% Ay (10 mmol L otpadna voda:
otpadna voda MTHD, mL) amonijev acetat u H,0, 0.01— 16.8 nq L.
TRAM, HCOOH) = 1 000:1 ’ ©Nng
OC, B: acetonitril
EDDP
Neprociséena Neprociséena
otpadna voda, COD., f(t)pii%rg)anvoﬂi:
o DCOD, =Synergi Polar (150 ox ,g '
Procis¢ena Procis¢ena
otpadna voda HC, SPE mm X 3 mm, 4 um) otpadna voda:
' MTHD, (100-1000 LC-MS/MS*  A: acetonitril, 0
; 1 5-25ng L+,
" MOR, mL) B: 10 mmol L ..
PovrSinska .. .. Povrsinska voda:
OC, amonijev formijat 4
voda, 1-10ngL*,
TRAM .
Voda za pice:
Voda za pi¢e 1-10ngL?

Petra Kostanjevecki

Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled

31

Tablica 5. — nastavak

Matrica Ciljani  Ekstrakcija  Instrumentna  Kolone i pokretne Granica
spojevi (volumen) tehnika"f faze kvantifikacije
*Acquity UPLC BEH
Neprociséena ?178 (]r.r(l))o mm x 2,1 mm, Neprociscena
otpadna voda, ¢ H - otpadna voda:
ENT SPE LC-MS/MSE Ay (acetonitril, 4ng LY
. (100 mL) HCOOH) =1000: 1, . to
Povrsinska ) 1 Povrsinska voda:
voda B: 30 mmol L 15nq Lt
HCOOH u > Ng
amonijevom formijatu
Neprociséena Neprociséena
otpadna voda, 6-AM *Kinetex XB-Cis (50 otpadna voda:
COD' mm x 2,1 mm, 1,7 pm) 15-100ng L*
Pro¢is¢ena EDDP’ SPE LC-HRMS? A: w (H20, HCOOH) = Procis¢ena
otpadna voda, MTHI5 (250 mL) 1000:1, otpadna voda:
MOR ' B: v (metanol, 10-120ng L™
Povrsinska HCOOH) =1000:1 Povrsinska voda:
voda 1-100ngL*
MOR *Purospher STAR RP-
Nenrodiscena 6 AM, Automatska 18 (125 mm x 2,0 mm, Neproc¢iséena
p : SPE LC-MS/MS® 5 um) otpadna voda:
otpadna voda M3G H
M6G, (5mL) A: H0, 2,7-597ngL*
B: acetonitril
*ZORBAX Eclipse
XDB-Cyg (150 mm x
Procis¢ena 4’_6 mm, 5 pm) 1 Procis¢ena
MOR, A w (10 mmol L .
otpadna voda, - otpadna voda:
COD, SPE LC-MS/MSé  a@monijev acetat u H20, 05-5ng L=
“ 6-AM, (200 mL) HCOOH) =1000: 1, © o NG L )
Povrsinska ENT B: y (10 mmol L Povrsinska voda:
voda YL 0,25 -3,5ng L
amonijev acetat u
metanolu, HCOOH) =
1000:1)
Neprociséena
otpadna voda, =5 % fenil-95 % Neprodi§éena i
coD SPE metilpolisiloksan (HP- prociséena
Procis¢ena MOR, (100 — 500 GC-MS/MS12 5MS) (30 m x 0,25 otpadna voda:
otpadna voda, MTHD mL) mm, 0,25 um debljina 4-15ng L7,
filma) Povrsinska voda:
Povrsinska helij 99,9999 % 1-13ngL?
voda
Neprocis¢ena
otpadna voda, MOR *Hydro RP Cys (150 Neprociscéena i
6-AM, Direktno mm x 2 mm, 2,5 um) prociséena
Procisc¢ena COD’ injektiranje LC-MS/MS*© Ay (2 mmol L otpadna voda:
otpadna voda, MTH[,) uzorka amonijev acetat u H,0, 20 ng L,
3 = L2, ovrsSimmska voda:
EDDP, (100 uL) HCOOH)=1000: 2 Povrsinska vod
Povrsinska B: acetonitril 02-1nglL?
voda
Neprociséena MOR ~Synergi polar (150
' mm X 3 mm, 4 um) Neprociscena i
otpadna voda 6-AM SPE
’ ! Ay (H20, prociséena
— - 2
Protiscena l\éggPD ' (252“_)500 LC-MS/MS CH3COOH) =1000:1 otpadna voda:
otpatina voda COD’ B: v (metanol, 0,2-53ngL?

CH3COOH) =1000:1

Petra Kostanjevecki

Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled

32

Tablica 5. — nastavak

Matrica Ciljani  Ekstrakcija  Instrumentna  Kolone i pokretne Granica
spojevi (volumen) tehnika"f faze kvantifikacije
Neprociséena oD, -Fused?CoreTM Neprocis¢ena
otpadna voda DCOD, SPE Ascentis Expres Cis (50 otpadna voda:
© EDDP 00-500  LC-Ms/mse  mmX A6 mm 2.7 pm), 5T
” MOR A: CH3COOH u H>0 " !
Povrsinska ! mL) _ Povrsinska voda:
voda MTHD, (pH =28), 0,5ngL?
6-AM B: acetonitril ‘
Neprociséena =XBridge Phenyl (150 S
otpadnavoda, 'O SPE mmx3mm, 35 um) D PeCEeen !
_ EDDP ' (250 - 500 LC-MS/MS®* A acetonitril, otpadna voda:
Progi§¢ena BUP mL) B: 5 mmol Lt ) 540 ng L
otpadna voda amonijev formijat
6-AM,
COD,
norCOD,
0oC,
OM,
MOR, *Acquity BEH Cyg (150
Neprociscena NOrMOR, mmx | mm, 1,7 um) Neprociscena
otpadna voda DEOD, A: y (H20, metanol, otpadna voda:
' BUR, SPE Lc-Msimstr  CHeCOOH) = 0,6 - 1542 ng L
" norBUP, (100 mL) 79,7 :20:0,3, S ’
Povrsinska ] Povrsinska voda:
voda MTHD, B: y (metanol, 05— 10 ng L*
EDDP, CH3COOH) = '
FNT, 99,7:0,3
NFENT,
PP,
TRAM,
N-DM-
TRAM
6-AM,
COD,
norCOD,
OcC,
oM,
MOR, =Acquity BEH Cyg (150
norMOR, mm x 1 mm, 1,7 pm) .
Partikulatna DCOD, (10%LnEL) A: y (H20, metanol, Pa]f:;kkléli?;na
frakcija BUP, ’ LC-MS/MS™ CH,COOH) = neprociséene
nepro¢iséene  norBUP, SPE 79,7:20:0,3, Otpf; e vode:
otpadne vode MTHD, (500 mL) B: w (metanol, 0,1-2,53 ng g‘_l
EDDP, CH3;COOH) = ' '
FNT, 99,7:0,3
NFNT,
PP,
TRAM,
N-DM-
TRAM
Neprociséena MOR, =Kinetex PFP (50mm x . .
otpadna voda MTHD, 2,1 mm, 1,7 um) Neproé.lééenal
’ EDDP, SPE LC-MS/MS® Ay (H20, HCOOH) = prociséena
Protiscena COD, (50 mL) 1000: 0,5, o otpadna voda:
otpatina voda oC, B: w (acetonitril, 0,9-58,8ngL*
BUP HCOOH) =1000:0,5
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Tablica 5. — nastavak

Matrica Ciljani  Ekstrakcija  Instrumentna Kolone i pokretne Granica
spojevi (volumen) tehnika"f faze kvantifikacije
*Phenomenex Gemini —
6-AM, NX Cig column (100

o COD, mm x 2,0 mm, 3 pm) Neprocis¢ena
Ijtezgﬁs\fggg EDDP, (1OSOPrE1L) LC-MS/MS®  A: 10 mmol L otpadna voda:

P MTHD, amonijev acetat, 0,3 300 ng L

MOR B: y (metanol,
HCOOH)=1000:1
Neprociséena *Acquity BEH Cs5 (100 é\iegg%(;i?él;
otpadna voda, MOR, SPE mm x 2.1 mm, 1,7 pm) 5p_43 0 L‘l.
6AM,  joomy  LC-MSMST - A:smmol L rodiion
Procdiséena COD amonijev acetat u H,0, .
otpadna voda B: metanol otpadna voda:
) 2-10ng L*
*Acquity UPLC HSS
(ISVIgI\FjI Cis (150 mm x 2,1 mm,

v s ' 1,8 um) Neprocis¢ena
Neprociscena FNT, SPE LC-HRMS®  A:5mmol L™ otpadna voda:
otpadna voda EDDP, (100 mL) . . 1

MTHD amonijev for_m_uat, 0,4-187ngL
BUP ' B: y (acetonitril,
HCOOH) =1 000 : 1
*Acquity UPLC BEH
COD, Cag column (100 mm x
Povrsinska nl\(;lr'l'cl-? [I;) : SPE LC-MS/MS* ,2611 ;(rlr_lleo, 7CH|_IE )COOH) Povriinska voda:
] . 1 _ -1
voda EDDP, (500 mL) =1000:1, 0,18-354ngL
TRAM B: w (acetonitril,
CH3COOH)=1000:1
COD,
HC, *Synergi polar (150
HM, mm X 3 mm, 4 um) Neprociséena
Neprodigéena  6-AM, SpE LC-MS/MS™ Ay (H0, HCOOH)= | g e voda:
otpadna voda MOR, 1000:1, 225 na L '
NHC, B: w (acetonitril, g
oC, HCOOH)=1000:1
oM
o~ COD,
NeprociS¢ena
otpadna voda FNT,

P ' OC, *Force Biphenyl (100 Neprociscena i
Progitéena HC, SPE mm x 2,1 mm, 1,8 um) procis¢ena
otbadnavoda  IMOR. (100200 LC-MS/MS*  A:y (H,0, HCOOH) =  otpadna voda,

P ' BUP, mL) 1000:1, povrsinska voda:
Povriinska 6-AM, B: metanol 05-16ngL?

MTHD

MOR - morfin, OC — oksikodon, 6-AM — 6-acetilmorfin, HC — hidrokodon, EM — etilmorfin,
MTHD — metadon, EDDP — 2-etildien-1,5-dimetil-3,3-difenilpirolidin, COD — kodein, M3G — morfin-3-
B-D-glukuronid, FNT — fentanil, DCOD - dihidrokodein, TRAM — tramadol, OC — oksikodon,
M6G — morfin-6-pB-D-glukuronid, norCOD — norkodein, OM — oksimorfon, norMOR — normorfin,
BUP — buprenorfin, norBUP — norbuprenorfin, NFNT — norfentanil, PP — propoksifen, N-DM-TRAM —
N-demetil-cis-tramadol, HMOR - hidromorfon, SPE - ekstrakcija na ¢vrstoj fazi, PLE — ubrzana
visokotlatna ekstrakcija otapalom, LC — tekucinska kromatografija, GC - plinska kromatografija,
MS — spektrometrija masa, HRMS — spektrometrija masa visokog razluéivanja
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Iz Tablice 5 vidi se da postoje velike razlike izmedu metoda objavljenih u literaturi, kako u
pogledu kvalitete i pouzdanosti analitickih postupaka, tako i u pogledu njihove prikladnosti za
rutinsku primjenu. Iz prikazanih podataka sumarno se moze zakljuéiti da je vezani sustav
tekucinske kromatografije i tandemne spektrometrije masa prikladna tehnika za

visokospecifi¢nu i osjetljivu analizu opioidnih analgetika u vodenim okoli$nim uzorcima.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Za analiticko odredivanje opioidnih analgetika i njihovih transformacijskih produkata u ovom
istrazivanju koritene su referencijske tvari proizvoda¢a Lipomed AG (Svicarska) &iji popis je
prikazan u Tablici 6. Pojedinacne otopine pripravljene su u metanolu cisto¢e za LC-MS te su
masene koncentracije otopina analita bile 1 g L™, dok su masene koncentracije izotopno

obiljezenih surogata bile 0,1 g L.

Tablica 6. Referencijske tvari koriStene za analiticko odredivanje opioidnih analgetika

Naziv spoja Kratica Cistoéa / %
Analiti(y=1gL?
Morfin-3-B-D-glukuronid M3G > 98,5
Normorfin norMOR > 98,5
Morfin-6-p-D-glukuronid M6G > 08,5
Dihidromorfin DMOR > 98,5
Morfin MOR > 98,5
Oksimorfon OM > 98,5
Hidromorfon HM > 98,5
Norkodein norCOD > 98,5
Dihidrokodein DCOD > 98,5
O-demetil-cis-tramadol O-DM-TRAM > 98,5
Kodein COD > 98,5
Noroksikodon NOC > 98,5
Norhidrokodon NHC > 98,5
Oksikodon oC > 98,5
6-Acetilmorfin 6-AM > 98,5
Hidrokodon HC > 98,5
Etilmorfin EM > 98,5
Norfentanil NFENT > 98,5
Tramadol TRAM > 98,5
N-demetil-cis-tramadol N-DM-TRAM > 98,5
Norbuprenorfin norBUP > 08,5
Fentanil FNT > 98,5
Buprenorfin BUP > 08,5
2-etilidien-1,5-dimetil-3,3-difenilpirolidin EDDP > 08,5
Propoksifen PP > 08,5
Sufentanil SENT > 98,5
Metadon MTHD > 98,5
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Tablica 6. - nastavak

Naziv spoja Kratica Cistoéa / %
Izotopno obiljeZeni surogati (y =0,1gL™?)
Morfin-3-B-D-glukuronid-ds M3G-d® > 98,0
Morfin-ds MOR-d® > 08,5
Oksimorfon-ds OM-d* > 98,5
Hidromorfon-ds HM-d° > 08,5
Dihidrokodein-ds DCOD-d* > 08,5
Kodein-ds COD-d® > 08,5
Norhidrokodon-d3 NHC-d° > 98,0
Oksikodon-ds 0C-d° > 08,5
6-Acetilmorfin-ds 6-AM-d° > 08,5
Hidrokodon-ds HC-d® > 08,5
Norfentanil-ds NFNT-d° > 98,5
Tramadol-O-Cds TRAM-O-Cd°® > 08,5
Norbuprenorfin-ds norBUP-d° > 08,5
Fentanil-ds FNT-d° > 08,5
Buprenorfin-ds BUP-d* > 98,5
2-etilidien-1,5-dimetil-3,3-difenilpirolidin-ds EDDP-d° > 98,5
Propoksifen-ds PP-d° > 08,5
Sufentanil-ds SFNT-d® > 08,5
Metadon-ds MTHD-d° > 98,5

Uz referencijske tvari u ovom istrazivackom radu koriStene su i sljedece kemikalije:

Metanol, ¢isto¢a za LC-MS, J. T. Baker (Deventer, Nizozemska)

Metanol, ¢isto¢a za HPLC, VWR, BDH Prolabo (UK)

Acetonitril, ¢istoca za LC-MS, J. T. Baker (Deventer, Nizozemska)
Ultracista voda, Elix-Milli-Q system, Millipore, Bedford (MA, SAD)
Amonijak, vodena otopina, 25 %, Merck (Darmstadt, Njemacka)

Bezvodna otopina amonijaka, u metanolu, 7 mol L%, ThermoFisher (Kandel, Njemacka)
Fenol, Cistoca > 99,5 %, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

Octena kiselina, ¢isto¢a za LC-MS, Fluka (Buchs, Svicarska)

Mravlja Kiselina, ¢isto¢a za LC-MS, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)
Mravlja kiselina, ¢isto¢a = 96 %, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)
Fosforna kiselina, ¢isto¢a 85 %, Fluka (Buchs, Svicarska)

Sumporna kiselina, ¢istoca 95 — 97 %, Merck (Darmstadt, Njemacka)
Argon 5.0, ¢ > 99,999 %, Messer Croatia Plin (Zapresi¢, Hrvatska)

Dusik 5.0, ¢ > 99,999 %, Messer Croatia Plin (Zapresi¢, Hrvatska)

Kisik 2.6, ¢ > 99,5 %, Messer Croatia Plin (Zapres$i¢, Hrvatska)
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e Sintetski zrak, ¢ (O2) =20 %, ¢ (N2) = 80 %, Messer Croatia Plin (Zapresi¢, Hrvatska)

e Amonijev acetat, Gistoéa za LC-MS, Fluka (Bushs, Svicarska)

e Amonijev formijat, ¢istoca > 99,9 %, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

e Tramadol, ¢istoca > 98 %, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

o 2-etil-5-metil-3,3-difenil-1-pirolin (EMDP), Cisto¢a > 98 %, Sigma-Aldrich (Steinheim,
Njemacka)

e Etilendiamintetraoctena kiselina, natrijev dihidrat (Na2EDTA x 2 H.0), Sigma-Aldrich
(Steinheim, Njemacka)

e Glukoza, ¢isto¢a > 99,5 %, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

e Amonijev klorid, &istoéa > 99,5 %, Fluka (Buchs, Svicarska)

e Natrijev sulfit, ¢istoca > 98 %, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

e Kalijev fosfat, gistoéa > 99,5 %, Fluka (Buchs, Svicarska)

e Kalijev hidrogenfosfat, ¢istoca > 98 %, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka).

3.1.2. Otopine
Izvorne standardne otopine analita opioidnih analgetika masenih koncentracija 1 g L™ te
izotopno obiljeZenih surogata masenih koncentracija 0,1 g L™ prenesene su iz staklenih
ampula Pasteurovom pipetom u bocice s navrtnim ¢epom volumena 2 mL (Supelco,
Bellefonte, SAD) te su pohranjene na - 20 °C.

Iz izvornih standardnih otopina analita pripravljena je smjesa analita masene koncentracije
10 mg L u metanolu ¢isto¢e za LC-MS za sve pojedina¢ne opioidne sastojke. Iz te podetne
otopine opioidne smjese pripravljene su radne otopine u metanolu masenih koncentracija
1mg L1i0,1 mg L™ Svaki put, neposredno prije instrumentnih analiza, iz radnih su otopina,
pripravljane svjeze standardne otopine za konstruiranje umjerne krivulje pri ¢emu je sastav
otapala standardnih otopina [y (H20, CH3OH) = 8 : 2] uz dodatak 50 mmol L™ amonijevog
acetata bio prilagoden pocetnim kromatografskim uvjetima. Standardne otopine za
konstruiranje umjerne krivulje pripravljene su u koncentracijskom rasponu od 0,5 pg L™ do
1500 pg L.

Na slican nacin, iz pojedini¢nih izvornih otopina izotopno obiljeZenih surogata
pripravljena je u metanolu cistoce za LC-MS smjesa svih surogata masene koncentracije

2 mg L1, Alikvot tako pripravljane otopine dodan je u okolisne uzorke prije njihove obrade te
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u standardne otopine za konstruiranje umjerne krivulje, tipi¢no u koli¢ini od 30 ng (15 pL x
2 ng uL?) svakog pojedinog izotopno obiljezenog surogata.

Prilikom analiza medija iz pokusa bioloske razgradnje i ozoniranja, koji su sadrzavali
povisene koncentracije opioida, analize su provedene izravnim injektiranjem medija. Osnovne
otopine tramadola (y = 10 g L"), metadona, EDDP-a i EMDP-a (y = 1 g L) za te analize
pripravljane su otapanjem to¢nih odvaga spomenutih Cistih tvari u metanolu Cisto¢e za
LC-MS. Standardne otopine za kvantitativnu analizu u tim su pokusima pripravljene u
koncentracijskom rasponu od 20 pg L do 2 500 ug L, s tim da je kao otapalo posluZila
vodena otopina 50 mmol L™ amonijevog formijata radi $to bolje prilagodbe otapalu u kojem
su bili uzorci.

U uzorke dobivene u pokusima ozoniranja dodana je otopina natrijeva sulfita, molarne
koncentracije 8,33 mmol L u getverostrukom visku radi uklanjanja zaostalog ozona. Pokusi
ozoniranja provedeni su u fosfathom puferu pripravljenom u cistoj vodi, pri ¢emu je
vrijednost pH medija (pH = 5, 7, 8 i 9) podesena razli¢itim omjerima kalijeva fosfata i
kalijeva dihidrogenfosfata.

Referencijska otopina Leucin-Enkefalina (Leu-Enk) za umjeravanje Q/ToF MS-a,
pripravljena je kod masene koncentracije 2 mg L. Za analize u negativnom ionizacijskom
polaritetu, to¢na odvaga Cistog Leu-Enk otopljena je u smjesi ultraciste vode i acetonitrila
Cisto¢e za LC-MS [y (H20, CoH3N) = 1 : 1], dok je za snimanje u pozitivhom polaritetu
ionizacije otopina pripravljena na isti nacin, uz dodatak mravlje kiseline [w (H20, C2H3N =
1:1, HCOOH) =100 : 1].

3.1.3. Pribor
Svi uzorci otpadnih voda prikupljeni su u polietilenske boce volumena 1 L, dok su uzorci
rije¢ne vode prikupljeni u tamne staklene boce volumena 2,5 L.

Za pripravu radnih otopina te dodatak izotopno obiljezenih surogata opioidnih analgetika i
njihovih transformacijskih proizvoda koristene su automatske pipete s promjenjivim
nastavcima (Eppendorf AG, Hamburg, Njemacka).

Direktna infuzija otopina opioidnih analgetika za optimizaciju instrumentne analiticke

metode nacinjena je pomocu injekcijske Sprice volumena 0,5 mL (Hamilton, Reno, Nevada,
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SAD), dok je infuzija Leucin-Enkefalina tijekom analiza upotrebom sustava UPLC-Q/ToF
MS postignuta primjenom injekcijske Sprice istog proizvodaca volumena 10 mL.

Za filtraciju uzoraka otpadne i rijecne vode upotrebljen je stakleni vakuumski uredaj, uz
primjenu filtara sa staklenim vlaknima (GF/D) promjera 47 mm te veliCine pora 2,7 um
(Whatman, Springfield, UK).

U preliminarnim pokusima optimizacije postupka ekstrakcije tekuéih uzoraka koriStene su
kolonice Oasis HLB (Waters, Milford, SAD) volumena 6 mL koje sadrze 200 mg polimernog
punjenja. Za ekstrakcije tekucih uzoraka na ¢vrstoj fazi upotrijebljene su kolonice Oasis MCX
(Waters, Milford, SAD) koje sadrzavaju 150 mg polimernog punjenja, ukupnog volumena
6 mL. U svrhu procis¢avanja ekstrakata pokusa bioloske razgradnje za ekotoksikolosku
karakterizaciju upotrijebljene su kolonice Oasis HLB (punjenje 60 mg, volumen 3 mL,
Waters, Milford, SAD). Za procis¢avanje partikulatne frakcije aktivnog mulja upotrijebljene
su kolonice Strata NH2 (Phenomenex, Torrance, California, SAD) volumena 3 mL s 200 mg
polimernog punjenja.

Referencijske tvari su pohranjene u tamnim boc¢icama s navrtnim ¢epom volumena 2 mL
(Supelco, Bellefonte, SAD). U svim eksperimentima upotrijebljeno je stakleno laboratorijsko
posude koje je prethodno oprano kromsumpornom kiselinom, isprano ultracistom vodom,
osuseno u suSioniku na 200 °C, a neposredno prije analiza isprano organskim otapalom visoke
Cistoce te osuSeno u struji dusika. Smjese otopina analita 1 izotopno obiljezenih surogata
pripravljene su u staklenim bocicama s navrtnim Cepom zasticenim teflonskom brtvom
volumena 4 mL (Supelco, Bellefonte, SAD). Ekstrakti u modelnim pokusima stabilnosti
opioida prikupljeni su i ¢uvani u staklenim boc¢icama s navrtnim ¢epom volumena 7 mL
(Supelco, Bellefonte, SAD).

Za ubrzanu visokotlaénu ekstrakciju otapalom koristeni su celulozni filtri D 28 promjera
1,98 cm (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, SAD) koji su stavljeni na dno metalnih
¢elija, dok je prazan prostor ¢elija popunjen inertnim punilom Hydromatrix (ChemTube,
Agilent, Kalifornija, SAD). Za optimizaciju postupka filtracije kona¢nih ekstrakata prije
instrumentnih analiza, koriSteni su sljedec¢i filtri: regenerirani celulozni filtri (promjer 30 mm,
veli¢ina pora 0,45 um, ThermoFisher Scientific, SAD), filtri sa staklenim vlaknima (promjer
30 mm, veli¢ina pora 0,70 pum, ThermoFisher Scientific, SAD), polietersulfonski filtri
(promjer 17 mm, veli¢ina pora 0,45 pm, ThermoFisher Scientific, SAD), politetrafluoroetilen

filtri (promjer 30 mm, veli¢ina pora 0,45 pm, ThermoFischer Scientific, SAD),
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polivinildienski filtri (promjer 17 mm, veli¢ina pora 0,45 pm, ThermoFischer Scientific,
SAD), polipropilenski filtri (promjera 17 mm, veli¢ina pora 0,45 pm, ThermoFischer
Scientific, SAD), filtri PTFE Minispike (promjer 13 mm, veli¢ina Cestica 0,2 um, Waters,
SAD) te politetrafluoroetilenski filtri (promjer 17 mm, veli¢ina pora 0,45 um) na injekcijsku
Spricu volumena 1 mL (Hamilton, Reno, Nevada, SAD).

Pokusi bioloske razgradnje tramadola i metadona provedeni su u Erlenmeyerovim
tikvicama volumena 50 mL koje su prethodno sterilizirane.

Spektrofotometrijska mjerenja ozona provedena su kivetnim testovima LCK 310 za
odredivanje klora / ozona / klordioksida (Hach Lange, Disseldorf, Njemacka). Radni
koncentracijski raspon mjerenja ozona bio je od 0,05 mg L* do 2,0 mg L. Uzorci pokusa
ozoniranja izuzeti su u polietilenske bocice s navrtnim ¢epom volumena 4 mL.

Ultrazvucne ekstrakcije opioidnih analgetika iz uzoraka sedimenta provedene su u
plasti¢nim epruvetama s konusnim dnom volumena 50 mL (Falcon, Lab Logistics Group

GmbH, Meckenheim, Njemacka).

3.1.4. Uredaji i instrumentacija

Tijekom eksperimentalnog rada upotrijebljeni su sljedeci uredaji:

e Analiticka vaga ALC 201,4 (Acculab, Bradford, SAD)

e Tehnicka vaga PB 3002 (Delta Range, Metler Toledo, SAD)

e Ultrazvuéna kupelj Branson 3800 (Missouri, SAD)

e Vakuumski uredaj za viSestruko propustanje uzoraka s nastavkom za suSenje (Supelco,
Bellefonte, SAD)

e Uredaj za ubrzanu visokotlacnu ekstrakciju otapalom ASE 200 (Dionex corporation,
Sunnyvale, SAD)

e Uredaj za uparavanje u struji duSika (Turbovap, Caliper Life Science, Hopkinton,
Massachusetts, SAD)

e Laboratorijska tresilica Edmunt Biihler GmbH (Bodelshausen, Njemacka)

¢ Rotacijska laboratorijska tresilica Innova 2300, New Brunswick (New York, SAD)

e Generator ozona Ozotech Inc. (Yreka, SAD)

e pH sonda s konusnim zavrsetkom BlueLine (SI Analytics GmbH, Mainz, Njemacka)

e Laboratorijska centrifuga SIGMA 3-16 (SciQuip, UK)
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Uredaj za proizvodnju ultraiste vode (Elix-Milli-Q system, Millipore, Bedford, MA,
SAD)

Spektrofotometar Varian Cary 50 probe UV-Visible Spectrophotometer (Walnut Creek,
Kalifornija, SAD)

Spektrofotometar DR 3900 (Hach Lange, Diisseldorf, Njemacka)

Liofilizator Labconco (Kansas City, Missouri, SAD).

Analize opioidnih spojeva nac¢injene su upotrebom dvaju tipova instrumenata LC-MS/MS.

Za analize uzoraka prirodnih i otpadnih voda upotrijebljen je vezani sustav tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti i tandemne spektrometrije masa (Thermo Electron
Corporation, San Jose, SAD). LC dio mjernog instrumenta se sastojao od kvarterne
visokotlacne crpke (Surveyor MS Pump) opremljene uredajem za uklanjanje plinova i
automatskog injektora s grijacem kolone (Surveyor autosampler). Kao detektor posluzio je
spektrometar masa s trostrukim kvadrupolom (TSQ Quantum AM), opremljen ionskim
izvorom za ionizaciju elektrorasprSenjem. Tijekom rada, ovaj sustav LC-MS/MS bio je
opremljen sljede¢im HPLC-kolonama : Synergi Polar (4 pm, 150 mm x 3 mm,
Phenomenex, SAD), Gemini Cig (5 pm, 150 mm x 3 mm, Phenomenex, SAD), YMCPro
C18 (3 um, 150 mm x 2,1 mm, YMC Europe, Njemacka) i ACE C1g-PFP (3 um, 150 mm x
3 mm, Advanced Chromatography Technologies Ltd, UK).

Za analizu uzoraka iz modelnih pokusa koji su sadrzavali povisene koncentracije opioida
te za identifikaciju nepoznatih sastojaka upotrijebljen je vezani sustav tekucinske
kromatografije ultravisoke djelotvornosti Waters Acquity UPLC (Waters Corporation,
Milford, MA, SAD) i tandemnog spektrometra masa koji je ukljucivao analizator visokog
razlu¢ivanja temeljen na mjerenju vremena leta (Q/ToF Premier instrument; Waters
Micromass, Manchester, UK). Sustav UPLC sastojao se od binarne visokotlacne pumpe te
automatskog injektora, a bio je opremljem UPLC-kolonama (100 x 4 mm) s nepokretnom
fazom BEH Cig (Waters Corp., Milford, SAD). lonizacija sastojaka u ionskom izvoru

prije analize u masenom analizatoru nacinjena je elektrorasprSenjem.
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3.2. Uzorkovanje otpadnih i prirodnih voda

3.2.1. Prikupljanje uzoraka otpadne vode u Centralnom uredaju za procis¢avanje
otpadnih voda Grada Zagreba

Istrazivanje ponaSanja opioida u otpadnim vodama nacinjeno je U Centralnom uredaju za
procis¢avanje otpadnih voda Grada Zagreba (CUPOVZ) koji je shematski prikazan na Slici 2.
CUPOVZ je klasi¢ni konvencionalni uredaj za prociS¢avanje komunalnih otpadnih voda
maksimalnog kapaciteta od 1,2 milijuna ekvivalenata stanovnika (ES) koji ukljucuje
mehanicku obradu (grube resetke, pjeskolov, mastolov i primarni taloznik) te biolosku obradu
u postupku s aktivnim muljem (aeracijski bazen i sekundarni taloznik). Opremljen je
automatskim uzorkiva¢ima za prikupljanje kompozitnih 24-satnih uzoraka neprocisc¢enih i
procis¢enih otpadnih voda koje se uzorkuju svakih 15 minuta (V = 220 mL) u polietilenske
boce smjestene u termostatiranom prostoru (T = 4 °C). Osim proci$¢avanja vode, U uredaju se
odvija i obrada mulja koji nastaje mijeSanjem primarnog mulja i viska mulja u aeracijskim
bazenima te ukljucuje zguSnjavanje i anaerobnu digestiju. ProciS¢ena otpadna voda ispusta se
u gradski odvodni kanal (GOK) te rijeku Savu, a stabilizirani mulj odlaze se na deponij. U

ovom radu pozornost je posvecena prvenstveno procesima tijekom procis¢avanja vodene faze.

Primarni Sekundarni
Neprociscena talodnik talosnik Procis¢ena
otpadna atoznt alozni otpadna
mastolov | 1 1 bazen

Grube

ifine

resetke

Povratmulja

Visak
mulja

A 4 y

N
Uguscivac Uklanjanje
mulja vode
Otpadni
¥ Anaerobna mulj
A digestija

Povratvode iz digestora

Slika 2. Shematski prikaz Centralnog uredaja za procis¢avanje otpadnih voda Grada Zagreba

Istrazivanja u CUPOVZ-u su provedena u razdoblju od 4 godine (od 15. 01. 2017. do 15. 12.
2020.). Plan uzorkovanja ukljucivao je prikupljanje 1 L 24-satnih kompozitnih uzoraka

neprociséenih i procis¢enih otpadnih voda u polietilenske boce koje su do laboratorija
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transportirane u prijenosnim hladnjacima. Tijekom cijelog razdoblja, uzorkovanje je
provodeno ucestalo$¢u od dva puta mjesecno (osim u travnju 2020.), nedjeljom i utorkom. Na
taj nacin prikupljeno je ukupno 188 uzorka neprocis¢ene i prociS¢ene otpadne vode koji su
bili obradeni unutar 4 sata od dovrsetka prikupljanja kompozitnih uzoraka.

Dodatno, istrazivanje je ukljucilo i dvokratno uzorkovanje 24-satnih kompozitnih uzoraka
neprociS¢enih i procis¢enih otpadnih voda tijekom 7 uzastopnih dana (od 21. 03. 2017. do
27. 03. 2017. te od 13. 03. 2018. do 19. 03. 2018.). Uzorci prikupljeni u sedmodnevnim
kampanjama uzorkovanja su zamrznuti u polietilenskim bocama na - 20 °C do dana obrade i
analize.

Stupanj uklanjanja opioidnih analgetika u promatranom uredaju izrazen u postocima
izraCunat je na temelju razlike masenih koncentracija analita u procis¢enoj u odnosu na
neprocis¢enu komunalnu otpadnu vodu.

Kako bi se ispitala zastupljenost opioida u patrikulatnoj suspendiranoj frakciji otpadnih
voda, tijekom 2019. godine prikupljeno je ukupno 24 uzorka (V = 1 L) u razdoblju od
12. 01. 2019. do 09. 12. 2019. godine. Uzorci su profiltrirani unutar 1 sata nakon uzorkovanja
te su filtri zamrznuti do dana obrade i analize.

Uzorci otopljene i suspendirane frakcije aktivnog mulja (V = 2 L) zagrabljeni su i
pohranjeni u polietilenskim bocama na 4 °C do analize. Prikupljanje uzoraka provedeno je
04. 06. 2018., 08. 06. 2020. te 20. 06. 2020.

3.2.2. Prikupljanje uzoraka rijeke Save i njenih pritoka

Rasprostranjenost opioidnih analgetika i njihovih transformacijskih produkata sustavno je
istrazena na odsjecku rijeke Save od slovenske granice (Otok Samoborski) do Siska u ukupno
10 terenskih izlazaka. U dvije kampanje, prikupljanje uzoraka proSireno je na odsjecak rijeke
Save od Ljubljane do Siska. Uzorkovanje je provedeno na nacin da se pokrije ¢itav godisnji
hidroloski ciklus. Osim toga, uzorkovanje rije¢ne vode bilo je uskladeno s istovremenim
pracenjem glavnih unosa otpadnih voda na promatranom segmentu rijeke Save. U Tablici 7
prikazani su datumi i postaje (u nizvodnom smjeru) na kojima je provedeno uzorkovanje
rijeke Save (Sentjakob (S 1), Jevnica (S 2), BreZice (S 3), Otok Samoborski (S 4), Jankomir
(S 5), Petrusevec (S 6), Oborovo (S 7) i Sisak (S 8)) te njenih pritoka (Gradna (P 1) i Krapina
(P 2)).
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Tablica 7. Postaje te datumi uzorkovanja rijeke Save i njenih pritoka
Postaja_ Oznaka  Koordinate 507 17 o017 017 zo1a a0is  oote 201 2018 20ms,
Sentj akob S1 ﬁzgi%gg + + - - - - - - - -
Jevnica S2 iiggigzg + + - - - - - - - .
Breriee | 53 foSIRON
Otok S. S4 igi‘;igg'&‘ o+ 4+ o+ x4 s s
Gragna ~ p1  RBNLON 4 e e+ s s
Krapina P2 oaceTN e e e e e e
Jankomir S5 iggﬁg?g + + + + + + + + + +
Petrusevec S6 ig:gjﬁz'; - - + + + + + + + +
Oborovo S7 igﬁﬁgg + + + + + + + + + +
sk s SHESN T T T T T e

Otok S. — Otok Samoborski

Prikupljeni uzorci rije¢ne vode bili su trenutni (uzorkovanje s obale, uzorci su zagrabljeni te

pohranjeni u zatamnjene staklene boce volumena 2 L), dok su uzorci otpadne vode, osim onih

iz ZapreSica, bili 24-satni kompozitni. Uzorci efluenata otpadnih voda prikupljeni su u

uredajima za prociS¢avanje otpadnih voda (UPOV) u Ljubljani, Domzale-Kamniku, Novom

Mestu, ZapreSi¢u, Zagrebu i1 Velikoj Gorici, ¢iji efluenti se ulijevaju u rijeku Savu na

istrazivanom odsjecku. Treba napomenuti da svi uredaji na kojima su prikupljeni sekundarni

efluenti, osim onog u Zapresi¢u, ukljucuju biolosko proc¢is¢avanje otpadnih voda. U Tablici 8

prikazane su lokacije, kapaciteti izrazeni u ekvivalentima stanovnika, vrste pro¢is¢avanja te

hidraulicko vrijeme zadrzavanja otpadnih voda na UPOV-ima ¢iji su efluenti prikupljeni.

Tablica 8. Karakteristike uredaja za proc¢isc¢avanje otpadnih voda na kojima su prikupljeni

uzorci tijekom prikupljanja uzoraka rijeke Save i njenih pritoka

Hidrauli¢ko vrijeme

Lokacija Kapacitet/ ES  Vrsta proci§¢avanja . .
zadrZavanja / h

Ljubljana 360 000 Mehanicko i biolosko 18
Domzale-Kamnik 149 000 Mehanicko i biolosko 16
Novo Mesto 55 000 Mehanicko i biolosko 22
Zapresi¢ 60 000 Mehanicko 24
Zagreb 1200 000 Mehanicko i biolosko 10-12
Velika Gorica 35 000 Mehanicko i biolosko 20

ES — ekvivalent stanovnika
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Na Slici 3 prikazane su postaje na kojima je uzorkovana rijeka Sava te lokacije uredaja za

procis¢avanje otpadnih voda u Sloveniji i Hrvatskoj.

Uredaji za proéiséavanje otpadnih voda

@ Lokacije uzorkovanja rijeéne vode

Rijeka Sava

| Sliv rijeke Save

Pritoci rijeke Save ‘

S L
e~ Neve Mesto

Slika 3. Lokacije uzorkovanja rijeke Save i efluenata uredaja za proc¢is¢avanje otpadnih

voda®®

Osim uzoraka vode, na postajama Otok Samoborski, Jankomir, Oborovo i Crnac prikupljeni
su i uzorci sedimenta rijeke Save (datum uzorkovanja 24. 05. 2017.). Uzorkovanje je
provedeno s obale, grabljenjem lopaticom u polietilenske vreéice te su uzorci do laboratorija

transportirani u prijenosnom hladnjaku.

3.3. Metode

3.3.1. Odredivanje opioidnih analgetika i njihovih transformacijskih proizvoda u
okolisnim uzorcima

Analiticki postupci za odredivanje opioidnih analgetika i njihovih transformacijskih
produkata u okolisnim uzorcima prikazani su na Slici 4. Protokol generalno obuhvaca tri
osnovna koraka, a to su predobrada uzoraka filtracijom, ukoncentriravanje analita primjenom
odgovarajuce ekstrakcijske tehnike te instrumentna analiza primjenom sustava LC-MS/MS.
Redosljed provodenja pojedinih koraka prilikom analize otopljene 1 partikulatne frakcije

dosta su sli¢ni, a najvaznija razlika odnosi se na fazu ekstrakcije te dodatno procis¢avanje
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ektrakata Cvrstih uzoraka neprociséene otpadne vode i aktivnhog mulja propustanjem kroz
kolonice punjene slabim anionskim izmjenjivacem (Strata NH>).

Treba napomenuti da je protokol za analizu sedimenta vrlo sli¢an protokolu za analizu
suspendiranog materijala iz otpadne vode i aktivhog mulja te se razlikuje samo u fazi priprave

uzorka i izostanku proc¢iS¢avanja ekstrakta.

[ Otpadna voda, ]

aktivni mulj
Filtracija
(Whatman, GF/D)

I
v v

[ Filtrat ] [ Sus;v)enl_illrane ]
cestice
| |
Dodatak izotopno Liofilizacija:
obiljeZenih surogata; dodatak izotopno
podesavanje na pH =2 obiljezenih surogata
SPE (Oasis MCX) PLE
Predeluacija (CH;OH ) Pro¢iscavanje (Strata NH,)
Prodisceni eluat ProciSéeni eluat
[w (CH;0H, NH;) =1 000 : 5] [w (CH;OH, HCOOH) = 100 : 1]
Uparavanje u struji N, Uparavanje u struji N,
T=40°C T=40°C
LC-MS/MS (ESI +) LC-MS/MS (ESI +)

Slika 4. Shematski prikaz protokola za odredivanje opioidnih analgetika i njihovih
transformacijskih produkata u otopljenoj i suspendiranoj frakciji otpadnih voda i aktivnog

mulja
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3.3.1.1. Ekstrakcija tekucih uzoraka i obrada ekstrakata

Ekstrakcija svih tekucih uzoraka provedena je primjenom ekstrakcije na ¢vrstoj fazi prema
protokolu prikazanom na Slici 4. Volumeni uzoraka otopljene frakcije neprocis¢enih otpadnih
voda i aktivnog mulja bili su 125 mL, proc¢is¢enih otpadnih voda 250 mL, a rije¢ne vode
500 mL. Svi su uzorci, prije ekstrakcije, profiltrirani kroz GF/D filtre (Whatman) promjera
47 mm, veli¢ine pora 2,7 um primjenom vakuumskog sustava za filtraciju. Kao matrica za
slijepu probu postupka te za modelne pokuse odredivanja analitickog povrata prilikom
validacije metode koristena je izvorska voda.

Poslije filtracije, u otopljenu frakciju svakog uzorka dodano je po 30 ng izotopno
obiljezenih surogata te je nakon ekvilibracije u trajanju od 15 minuta pH podeSen na 2
dodatkom koncentrirane fosforne kiseline.

Za obogacivanje otopljenih opioidnih spojeva u uzorcima otpadnih i prirodnih voda
primijenjene su kolonice punjene mijesanim sorbensom Oasis MCX (200 mg, volumen
6 mL). Kolonice su prije nanoSenja uzoraka kondicionirane s 5 mL metanola, 5 mL ultraciste
vode te 5 mL 25 mmol L? fosforne kiseline. Brzina propustanja uzoraka (priblizno
5 mL min?) regulirana je ventilom na vakuumskom uredaju za videstruko propustanje
uzoraka. Nakon ukoncentriravanja opioida na SPE-sorbensu, kolonice su isprane sa 6 mL
ultraciste vode, kako bi se uklonile interferirajuce soli iz matrice, a potom su OsuSene u struji
dusika (¢ > 99,999 %) u trajanju od 30 minuta. Kolonice su nakon suSenja dodatno isprane sa
6 mL metanola radi uklanjanja dijela koekstrahiranih tvari te su pohranjene na - 20 °C do
dana analize.

Na dan instrumentne analize, kolonice su odmrznute i temperirane na sobnu temperaturu
te gravitacijski eluirane sa 6 mL amonija¢nog metanola [y (CH3OH, NHz) =1 000 : 5]. Eluati
su upareni do suha u struji ekstracistog duSika pri temperaturi od 40 °C, a suhi ostatak
otopljen u odgovaraju¢em volumenu (0,5 mL za otpadne vode i aktivni mulj; 0,1 mL za
rijeénu vodu) u smjesi vode i metanola [y (H20, CH3OH) = 8 : 2] uz dodatak 50 mmol L*
amonijevog acetata, uz pospjesivanje desorpcije analita sa staklenih stijenki epruveta pomocu
vibracijskog homogenizatora. Tako dobiveni zavr$ni ekstrakti preneseni su Pasteurovom
pipetom u bocice s navrtnim ¢epom volumena 2 mL i septumom dizajniranim za automatski
injektor te analizirani uredajem LC-MS/MS s trostrukim kvadrupolom.

Svi uzorci neprociséenih i1 prociséenih otpadnih voda koji su prikupljeni u okviru

redovitog godiSnjeg monitoringa (nedjelja i utorak), obradeni su unutar 4 sata od uzorkovanja,
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dok su uzorci prikupljeni tijekom sedmodnevnih kampanja uzorkovanja ¢uvani u zamrzivacu
(- 20 °C) u polietilenskim bocama do dana analize. Uzorci su odmrznuti na dan ekstrakcije
laganim zagrijavanjem u vodenoj kupelji pri temperaturi od 33 °C. Uzorci rije¢ne vode
obradeni su neposredno nakon prikupljanja, odnosno unutar 24 sata, a do tada su skladiSteni u

tamnim bocama na temperaturi od + 4 °C.

3.3.1.2. Ekstrakcija ¢vrstih uzoraka i obrada ekstrakata
Za ekstrakciju svih ¢vrstih uzoraka, ukljucujuci liofilizirane uzorke suspendirane tvari
prikupljene filtracijom (filtar GF/D) neproc¢is¢ene otpadne vode (V = 375 mL) i aktivnog
mulja (V = 60 mL) te homogenizirane i usitnjene uzorke rije¢nog sedimenta (m = 1 Q),
osusenog na zraku, upotrijebljena je ubrzana visokotlatna ekstrakcija otapalom. Prije
ekstrakcije, u uzorak je dodano 30 ng izotopno obiljezenih surogata. Nakon ekvilibracije od
30 min, ¢vrsti uzorci su preneseni u ekstrakcijsku ¢eliju i prekriveni inertnim punilom. Kao
otapalo za ekstrakciju upotrijebljen je bezvodni amonijak u metanolu [y (CH3OH, NH3) =
1 000 : 5], a ekstrakcija je nacinjena na temperaturi od 80 °C pri tlaku od 103,4 bara u jednom
ciklusu u ukupnom trajanju od 15 minuta bez predzagrijavanja ¢elije. Vrijeme grijanja Celije
na 80 °C bilo je 5 minuta, trajanje staticke faze 10 minuta, a vrijeme eluiranja 1 minutu uz
volumen ispiranja od 60 % volumena c¢elije.

Dobiveni ekstrakti (V ~ 15 mL) preneseni su u staklene epruvete za uparavanje te upareni
u struji dusika do priblizno 6 mL. U tako uparene ekstrakte dodano je 60 pL koncentrirane
mravlje kiseline te je sadrzaj homogeniziran primjenom vibracijskog homogenizatora.
Zakiseljeni ekstrakti prociS¢eni su propustanjem kroz prethodno kondicionirane kolonice
Strata NH2 (200 mg punila, volumen 3 mL). Kondicioniranje kolonica provedeno je s ukupno
4 mL zakiseljenog metanola [y (CHsOH, HCOOH) = 100 : 1]. Nakon prolaska ekstrakta
kolonica je dodatno isprana s 2 mL zakiseljenog metanola kojim su prethodno isprane stijenke
epruvete, u kojoj je bio sakupljen ekstrakt. UdruZeni eluati s kolonice (ukupnog volumena
oko 8 mL) tretirani su u ultrazvucnoj kupelji u trajanju od 5 min kako bi se pospjesila
desorpcija analita i surogata sa stijenki. Tako pro¢iS¢eni ekstrakti upareni su do suha u struji
dusika pri temperaturi od 40 °C.

Otapanje suhog ostatka provedeno je u 1 mL zakiseljene smjese vode i metanola [y (H20,

CH3OH : HCOOH) = 100 : 1] s dodatkom 50 mmol L amonijevog acetata, uz pospjesivanje
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desorpcije analita i surogata u ultrazvucnoj kupelji u trajanju od 15 minuta. Zavr$ni ekstrakti
filtrirani su kroz PTFE-filtre (promjer 17 mm, veli¢ina Cestica 0,45 pm), preneseni
Pasteurovom pipetom u bocicu od 2 mL s navrtnim poklopcem i analizirani uredajem
LC-MS/MS s tri kvadrupola. U analizi slabo optere¢enih rije¢nih sedimenata moze se ispustiti

korak procis¢avanja na kolonicama Strata NHo.

3.3.1.3. Analiza opioidnih analgetika i njihovih metabolita vezanim sustavom
tekucinska kromatografija-tandemna spektrometrija masa (LC-MS/MS)

Za analizu opioidnih analgetika i njihovih transformacijskih produkata u okoli$nim uzorcima
upotrijebljen je sustav LC-MS/MS s 3 kvadrupola koji je opisan ranije (poglavlje 3.1.4.).

U ranoj fazi razvoja metode najprije je analizom standardnih otopina opioida provedena
optimizacija kromatografskih i masenospektrometrijskih uvjeta za analizu uzoraka pri ¢emu
su testirane 4 razli¢ite kolone s obrnutom fazom (poglavlje 3.1.4.) te razli¢ite kombinacije
pokretnih faza i eluacijskih gradijenata.

Za daljnji rad je odabrana HPLC-kolona Synergi Polar, a odjeljivanje je provedeno u
gradijentnom nacinu rada s binarnim sustavom otapala za eluaciju. Pokretna faza A bila je
voda uz dodatak octene kiseline [y (H20, CHsCOOH) = 1 000 : 1], dok je pokretna faza B bio
metanol uz dodatak octene kiseline [y (CH30OH, CHsCOOH) = 1 000 : 1]. Protok pokretne
faze bio je 0,4 mL min?, a temperatura kolone 25 °C. Uvjeti kod kojih je provedena
gradijentna eluacija prikazani su u Tablici 9.

Tablica 9. Uvijeti gradijentne eluacije analita na koloni Synergi Polar

Vrijeme / min | Pokretna faza A (¢ / %) | Pokretna faza B (¢ / %)
0 90 10
20 50 50
21 35 65
26 15 85
31 12 88
32 5 95
33 5 95
34 90 10
44 90 10

A — y (H20, CHsCOOH) = 1 000 : 1, B — y (CHsOH, CH;COOH) = 1 000 : 1
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Za analizu ciljanih spojeva upotrijebljena je ionizacija elektorasprSenjem, a detekcija je
provedena u pozitivnom ionizacijskom polaritetu. Napon kapilare bio je 3 500 V, a
temperatura 300 °C. Kao pomoc¢ni plin za desolvataciju i1 elektrorasprSenje upotrijebljen je
dusik, dok je kao kolizijski plin upotrijebljen argon (0,2 Pa).

Identifikacija i kvantitativno odredivanje opioidnih analgetika i njihovih transformacijskih
produkata provedeno je pracenjem viSestrukih tranzicijskih reakcija pri ¢emu su za svaki
ispitivani analit i izotopno obiljezeni surogat pracene po dvije tranzicijske reakcije (Tablica
12). Prva tranzicija koriStena je za kvantitativnu analizu, dok je druga tranzicija sluZila za
dodatnu potvrdu. Uvjeti snimanja na spektrometru masa za svaki su analit i surogat
optimizirani podesavanjem kolizijskih energija te napona na otvoru lece.

Za kvantitativnu analizu opioidnih analgetika i njihovih transformacijskih produkata
primijenjena je metoda unutarnjeg standarda uz upotrebu izotopno obiljezenih surogata. Sve

kvalitativne i kvantitativne analize provedene su upotrebom programa Xcalibur 2.0.5.

3.3.2. Analiza opioidnih analgetika i njihovih transformacijskih proizvoda u modelnim
pokusima razgradnje

Kvalitativne i kvantitativne analize roditeljskih spojeva te njihovih transformacijskih
produkata formiranih u pokusima bioloske razgradnje i ozoniranja provedene su uredajem
UPLC-Q/ToF koji je opisan ranije (poglavlje 3.1.4.) pri ¢emu su analize provedene i u
pozitivnom i u negativnom ionizacijskom polaritetu.

Za kromatografsko odjeljivanje upotrijebljena je UPLC-kolona Acquity BEH Cig (1,7 pm,
50 x 2,1 mm, Waters), a eluacija analita provedena je binarnim gradijentnim eluiranjem, kao
Sto je prikazano u Tablici 10. U pozitivhom polaritetu ionizacije kao pokretne faze koristeni
su voda i acetonitril uz dodatak mravlje kiseline u oba eluensa (y = 1 000 : 1), dok su u

negativnom polaritetu ionizacije upotrebljavane iste pokretne faze bez dodatka kiseline.

Tablica 10. Sastav pokretne faze za analizu tramadola i metadona te njihovih razgradnih

produkata vezanim sustavom UPLC-Q/ToF MS

Vrijeme / min | Pokretna faza A (¢ / %) | Pokretna faza B (¢ / %)
1 95 5
8 50 50
8,5 5 95
10 5 95

A - (H20, CHOOH) =1000: 1, B— (CH3CN, CHOOH) =1000: 1
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Za desolvataciju i rasprSenje primijenjen je dusik (protok od 700 L h*) pri temperaturi od
300 °C, a argon kao kolizijski plin. Temperatura ionskog izvora bila je podesena na 120 °C. U
pozitivhom ionizacijskom polaritetu napon kapilare bio je 3 500 V, a u negativnhom 3 000 V.
Analize su provedene u rasponu m/z od 50 Da do 1 000 Da uz kolizijsku energiju od 4 eV. Svi
spektri masa snimljeni su uz primjenu opcije prosirenog dinami¢kog raspona. Vrijeme
skeniranja bilo je 0,08 s, a vrijeme meduskeniranja 0,02 s. Kako bi se osigurala to¢nost i
ponovljivost odredivanja vrijednosti m/z, sve analize provedene su uz kontinuirani unos
referencijske tvari (Leucin-Enkefalin). Identifikacija formiranih transformacijskih produkata
provedena je na temelju odredivanja tocne mase i MS/MS-eksperimenata uz primjenu
razli¢itih kombinacija kolizijskih energija i napona u ionskom izvoru (engl. sample cone
voltage).

Prije instrumentne analize, uzorci medija iz pokusa bioloske razgradnje su razrijedeni 5 do
10 puta u amonijevom formijatu (50 mmol L7). Kvantitativna analiza provedena je
upotrebom vanjskog umjeravanja. Standardne otopine za konstruiranje umjerne Krivulje
pripravljene su u 50 mmol L™ amonijevom formijatu u rasponu koncentracija od 0,02 mg L
do 2,5 mg L. U slucaju kada referencijske tvari za pojedine spojeve nisu bile dostupne,
provedena je semikvantitativna analiza, uz pretpostavku da su molarni odzivi roditeljskog
spoja i formiranog transformacijskog produkta bili jednaki. Sve kvalitativne i kvantitativne
analize provedene su upotrebom programa MassLynx 4.1.

3.4. Validacija analitickih metoda

Validacija metode za odredivanje terapijskih opioida i njihovih transformacijskih produkata u
okolisnim uzorcima ukljudila je odredivanje podruc¢ja linearnosti, granica detekcije, granice
kvantitativnog odredivanja, analitickih povrata ekstrakcije, utjecaja matrice te tocnosti
metode. Svi validacijski pokusi provedeni su u kvadriplikatu.

Linearnost metode za odredivanje opioidnih analgetika u okoliSnim uzorcima odredena je
injektiranjem 12 standardnih otopina u masenom koncentracijskom rasponu analita od
0,5 ug L do 1 500 pg L uz dodatak izotopno obiljezenih surogata od 15 pg L. Masene
koncentracije analita u standardnim otopinama redom su bile 0,5 pg L%, 1 pg L%, 2 ug L?,
5ug Lt 10 ug LY, 30 ug LL, 50 ug LL, 100 pg LL, 200 pug LE, 500 pug LL, 1 000 ug L,
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1500 pg L. Linearnost je prema preporukama IUPAC-a (engl. International Union of Pure
and Applied Chemistry) potvrdena F-testom uz razinu pouzdanosti od 95 %. Linearnost
metode kojom su odredeni tramadol i metadon te njihovi razgradni produkti formirani u
pokusima razgradnje odredena je konstruiranjem umjerne Krivulje koja se sastojala od 8
to¢aka te su masene koncentracije injektiranih standardnih otopina bile 20 pg L™, 50 pug L™,
100 pg L%, 250 pug L, 500 pg L, 1 000 ug L%, 2000 ug L%, 2500 pg L.

Granica odredivanja opioida primjenom sustava HPLC-MS/MS definirane su kao
minimalne koncentracije ciljanih analita u standardnim otopinama koje se mogu izmjeriti i
ispunjavaju sljedece kriterije: odstupanje od umjerne krivulje je manje od 25 % do 30 %,
prihvatljiv oblik kromatografskog pika, omjer intenziteta odziva signala i Suma (S / N) manji
je od 8, a relativna standardna devijacija (engl. Standard deviation, SD) niza od 20 %,
uzimajuci u obzir to¢nost metode te volumen uzorka za svaku matricu. Granica detekcije
metode koriStena za odredivanje opioida primjenom UPLC-Q/ToF MS-a odredena je kao
toCka najnize masene koncentracije umjerne Kkrivulje.

Instrumentne granice detekcije odredene su viSestrukim injektiranjem standardnih otopina
niskih koncentracija sve dok omjer signala i Suma nije bio oko 3.

Analiticki povrati opioidnih analgetika za pojedine faze analitiCkog postupka odredeni su
u modelnim eksperimentima metodom standardnog dodatka. Iznosi analitickog povrata su
dobiveni usporedbom odziva analita u modelnim uzorcima u koje su analiti dodani prije i
nakon istrazivanog postupka. Dodatak opioida u nepro¢iséenu otpadnu vodu bio je 1 pg L™
(pojedina¢na koncentracija), u pro¢iséenu otpadnu vodu 500 ng L7, a u rije¢nu vodu
50 ng L. Kod validacije metoda za odredivanje opioida u &vrstim uzorcima, dodatak
pojedinih analita bio je 50 ng po uzorku za suspendiranu frakciju nepro¢isé¢ene otpadne vode i
sediment te 30 ng po uzorku za aktivni mulj. Odzivi analiziranih opioida, odredeni u
ekstraktima uzoraka obogacéenih prije (Ape) | Nnakon ekstrakcije (Ae), umanjeni su za odzive tih
analita u originalnim uzorcima (Aorig) te su analiti¢ki povrati ekstrakcije izraCunati prema
sljedecoj jednadzbi:

sy . .. Ape - Aorig
Analiticki povrati ekstrakcije (%) = A A X 100
e — Hlorig

Toc¢nost metoda odredena je u modelnim pokusima u kojima su razli¢iti tipovi uzoraka
dodatno obogaceni to¢nim dodatcima analita i njihovih izotopno obiljezenih surogata. U

uzorke nepro¢is¢ene otpadne vode dodano je 1 pg L, u uzorke pro¢iséene otpadne vode
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500 ng L7, a u rijeénu vodu 50 ng L analita opioida, dok je dodatak izotopno obiljeZenih
unutarnjih standarda u sve uzorke bio 15 ng. U uzorke partikulatne frakcije neprocis¢ene
otpadne vode i sedimenta dodano je 50 ng smjese analita opioida, a u uzorke Cvrste frakcije
aktivnog mulja 30 ng, dok je dodatak izotopno obiljeZenih unutarnjih standarda u sve uzorke
bio 30 ng. U modelnom pokusu analizirani su i originalni uzorci kako bi se napravila
korekcija za analite koji su prisutni u neobogac¢enim uzorcima. To¢nost metode odredena je
prema jednadzbi:

Y2—V1

Tocnost (%) = x 100

u kojoj je yo nominalna koncentracija opioida u uzorku, y» koncentracija analita u uzorcima
nakon obogacivanja, a y1 nativna koncentracija opioida u originalnom uzorku.

Preciznost metode u analitickim metodama za odredivanje opioida izrazena je kao
relativna standardna devijacija odredivanja koncentracije analita u obogacenim uzorcima u
kvadriplikatu, i to za slucaj kad je analiza obuhvacala cjelokupni analiti¢ki postupak.

Utjecaj matrice, odnosno supresija ili povecanje intenziteta odziva signala, odreden je
usporedbom srednje vrijednosti intenziteta signala analita dodanih u ekstrakt dobiven nakon
ekstrakcija 1 uparavanja (Ae) sa srednjom vrijednoS¢u odziva analita u standardnoj otopini
(Astp) prema sljedecoj jednadzbi:

Ae - Aorig - ASTD

Utjecaj matrice (%) = x 100

AsTp
Standardni dodatci bili su u tom pokusu identi¢ni kao u pokusu kad su analiti dodani u
originalni uzorak. Prisutnost ciljanih spojeva u originalnim uzorcima (Aorig) Uzeta je u obzir
prilikom izrauna utjecaja matrice na odziv intenziteta signala.

Ponovljivost instrumentne analize izraZzena je kao relativna standardna devijacija
kontrolne standardne otopine koncentracije 2 mg L koja je injektirana nakon svakih 10 do 12

analiziranih uzoraka.

Petra Kostanjevecki Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 54

3.5.  Odredivanje stabilnosti opioidnih analgetika u uzorcima i

ekstraktima

Kako bi se ispitala stabilnost opioidnih analgetika tijekom potencijalnog skladiStenja uzoraka
otpadnih voda, proveden je modelni pokus u ukupnom trajanju od 100 dana. Pokus je
proveden u uzorku neprocis¢ene otpadne vode podrijetlom s CUPOVZ-a. Neprocis¢ena
otpadna voda filtrirana je primjenom sustava za filtraciju kroz filtre sa staklenim vlaknima
(GF/D, 47 mm, 2,7 um) te je filtrat obogacen dodatkom 1 pug L™ smjese analita opioidnih
analgetika. Takav uzorak je homogeniziran i razdijeljen na 5 jednakih poduzoraka. Prvi
poduzorak obraden je odmah u triplikatu standardnim protokolom za odredivanje opioidnih
analgetika koji ukljucuje ekstrakciju na ¢vrstoj fazi, uparavanje te instrumentnu analizu.
Ostala 4 poduzorka ¢uvana su u zamrzivacu (- 20 °C) 7, 30, 70 i 100 dana te nakon toga
odmrznuta i obradena na isti nacin kao i prvi poduzorak. Svi pokusi provedeni su u triplikatu.

U drugom modelnom pokusu ispitivana je stabilnost opioidnih analgetika nakon
ekstrakcije za dva nacina skladiStenja: a) skladiStenjem (- 20 °C) kolonica Oasis MCX sa
sorbiranim analitima odmah nakon suSenja (u tom slucaju kolonice se eluiraju tek na dan
instrumentne analize) te b) skladiStenjem (- 20 °C) ekstrakata dobivenih eluacijom kolonica
odmah nakon propustanja uzoraka vode (ekstrakt se odmrzava tek na dan instrumentne
analize). Pokus je proveden na modelnom uzorku koji je pripravljen dodatkom opioida
(y =1 pg L'} u 800 mL ultradiste vode. Uzorak je potom homogeniziran te razdijeljen na 15
poduzoraka volumena 50 mL. U svaki poduzorak dodano je po 15 ng izotopno obiljeZenih
surogata. Svi uzorci su zakiseljeni na vrijednost pH 2 dodatkom koncentrirane fosforne
kiseline te ekstrahirani na kolonicama Oasis MCX. Tri su poduzorka eluirana, uparena i
analizirana na dan provedbe pokusa (0-ti dan). Ostalih 12 uzoraka je razdijeljeno u dva seta,
jedan za pohranu u sorbiranom obliku, a drugi u obliku eluata (ekstrakata). U ovom pokusu

uskladiSteni uzorci su analizirani nakon 7 1 30 dana. Svi su pokusi provedeni u triplikatu.
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3.6. Modelni pokusi razgradnje odabranih opioidnih analgetika

U modelnim laboratorijskim pokusima istrazena je razgradnja dvaju odabranih opioidnih
analgetika, tramadola i metadona, pri ¢emu je detaljno prouceno njihovo ponaSanje tijekom
mikrobne razgradnje i ozoniranja. Osim kinetike i stupnja uklanjanja roditeljskih spojeva, u
ovim je pokusima praceno i formiranje transformacijskih produkata te je nacinjena njihova

identifikacija upotrebom sustava UPLC-Q/ToF MS.

3.6.1. Adaptacija kultura za pokuse bioloske razgradnje tramadola i metadona
Modelni pokusi bioloske razgradnje provedeni su na rotacijskoj laboratorijskoj tresilici
pomocu adaptiranih mikrobnih kultura podrijetlom s CUPOVZ-a. Pocetna kultura aktivnog
mulja uzeta je iz aeracijskog bazena (masena koncentracija suspendiranih &estica 3,5 g L™?).
Kao osnovni medij u pokusima bioloske razgradnje upotrijebljena je tekuca mineralna
podloga ¢iji je sastav prikazan u Tablici 11. Najprije je pripravljen medij koji je sadrzavao
fosfatni pufer i kvas€ev ekstrakt te je steriliziran u autoklavu na temperaturi od 120 °C
(t = 20 min), a zatim je u njega dodana 10 %-tna otopina soli koja je prethodno profiltrirana

kroz sterilini filtar (veli¢ina pora 0,2 pm).

Tablica 11. Sastav mineralne podloge upotrijebljene u modelnim pokusima bioloSke

razgradnje

Dodatni izvori ugljika i

Sastav podloge Otopina soli dusika

KoHPO, y=44gL! |[MgSOsx7HO y=195gL?

MnSOsx4H,O y=6,69gL"
FeSOsx7HO0 y=1glL?

CaClz x 6 H.0 y=0447gL* | CeH120s y=1glL?
Konc. H2SO4 Nekoliko kapi

NHsCl y=170mgL?

KH:POs p=17¢gL?

Kvascéev
ekstrakt

y=50mg L*

Selekcija mikrobnih vrsta koje imaju sposobnost razgradnje / transformacije tramadola
provedena je dugotrajnim (~ 12 mjeseci) visestrukim precjepljivanjem mjeSovite Kulture u
mineralnom mediju koji je sadrzavao visoku koncentraciju tramadola (y = 20 mg L™).
Obogacivanje mikrobne kulture provedeno je u Erlenmeyerovim tikvicama volumena 50 mL,

u koje je najprije dodan tramadol (y = 20 mg L) u obliku otopine u metanolu. Metanol je

Petra Kostanjevecki Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 56

prije dodatka tekuce podloge otparen kako bi se izbjegao mogucéi utjecaj metanola na rast
biomase. Nakon otparavanja metanola, u Erlenmeyerovu tikvicu dodano je 30 mL podloge
koja je bila nacijepljena s 3 mL kulture aktivhog mulja. Nakon nacjepljivanja, u podlogu su
dodani amonijev klorid i glukoza u omjeru ugljika i dusika C : N =10: 1.

Tikvice su smjeStene na rotacijskoj laboratorijskoj tresilici ¢ija je brzina rotacije podeSena
na 9 279 g u termostatiranom prostoru u kojem je temperatura odrzavana na 30 °C. Svakih 7
do 10 dana, 10 % mikrobne kulture je izuzeto i nacijepljeno na 30 mL svjeze podloge
obogacene tramadolom, a daljnji uzgoj nastavljen je kod istih uvjeta. Sposobnost kulture za
razgradnju tramadola istrazena je periodi¢no nakon 2, 4, 7, 8 i 12 mjeseci praéenjem promjena
koncentracije roditeljskog spoja i pojave transformacijskih proizvoda u mediju pomocu
pretrazne tehnike UPLC-Q/ToF MS (analiza uzoraka u ukupnoj ionskoj struji (m/z od 50 Da
do 1 000 Da) uz primjenu pozitivnog i negativnog ionizacijskog polariteta).

Mikrobna kultura koja je na prethodno opisani na¢in adaptirana na poviSene koncentracije
tramadola, pokazala je i umjerenu sposobnost uklanjanja metadona (33 %) te je, na nacin
prethodno opisan za tramadol, naknadno adaptirana na poviSenu koncentraciju metadona
(y = 10 mg L). Medutim, u pokusima s metadonom koncentracija glukoze bila je 0,5 g L?, a
amonijevog klorida 100 mg L. Postupak naknadne adaptacije trajao je 4 mijeseca, uz
povremeno testiranje stupnja eliminacije metadona i pojave transformacijskih proizvoda u
mediju. Tako adaptirane mjeSovite kulture upotrijebljene su za provedbu pokusa bioloske

razgradnje.

3.6.2. Modelni pokusi bioloske razgradnje tramadola i metadona

Inokulum za pokuse bioloske razgradnje pripreman je trodnevnim uzgojem adaptirane
mikrobne kulture u optimiziranom mediju (C : N = 10 : 1) koji je sadrzavao tramadol
(y = 20 mg L), odnosno metadon (y = 10 mg L™). Inokulum je izdvojen centrifugiranjem
(8 944 g; t = 5 min) i nacijepljen u svjezi medij (V = 30 mL). Svi nacijepljeni mediji su kao
dodatni izvor dusika sadrzavali amonijev klorid, a polovica ih je kao dodatni izvor ugljika
sadrzavao 1 glukozu. Pocetni omjer ugljika i duSika u tikvicama koje su sadrzavale amonijev

Klorid i glukozu bio je priblizno 10 : 1.
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U pokusu biorazgradnje metadona nacinjena je i modifikacija osnovnog postupka na nacin
da je nakon 2 dana u jednu od 2 tikvice ponovo dodan amonijev klorid kako bi se istrazio
moguci utjecaj dostupnosti dusika na kinetiku razgradnje.

Pokusi bioloske razgradnje provedeni su na tresilici kod uvjeta ranije opisanih za postupak
adaptacije kultura. Svi su pokusi provedeni u duplikatu u trajanju od 14 dana i ukljucivali su
abioti¢ku kontrolu (nenacijepljena podloga koja je sadrzavala 20 mg L tramadola, odnosno
10 mg L™! metadona).

Tijekom 14 dana trajanja pokusa, u svakoj je vremenskoj tocci (0., 1., 2., 3., 4., 6., 7., 9.,
11. i1 14. dan) izuzet po 1 mL uzorka za analizu UPLC-Q/ToF MS-om. Uzorci su
centrifugirani na 8 944 g te je bistri supernatant zamrznut na - 20 °C do dana analize. Osim
koncentracije roditeljskih spojeva i formiranih transformacijskih produkata, pracen je i rast
biomase na temelju mjerenja opticke gustoée (4 = 600 nm), a u pokusu bioloske razgradnje
tramadola odredena je i koncentracija glukoze. Na pocetku i na kraju eksperimenta, izuzeto je
po 5 mL uzorka za ekotoksikolosku analizu.

Koncentracija glukoze u uzorcima bioloSke razgradnje tramadola odredena je
spektrofotometrijski, metodom s fenolom i sumpornom kiselinom®.

Brzina uklanjanja roditeljskog spoja odredena je na temelju kineti¢kog modela prvog reda
prema sljedecoj jednadzbi:

c(t) = cox el kD
u kojoj je c¢ (t) koncentracija tramadola, odnosno metadona u vremenu t, Co pocetna
koncentracija tramadola, odnosno metadona na pocetku eksperimenta, k konstanta brzine
reakcije (d), a t vrijeme razgradnje izraZeno u danima. Konstanta brzina razgradnje odredena
je linearnom regresijom metodom najmanjeg kvadrata u kojoj je to¢nost odredivanja
potvrdena pomoéu koeficijenta determinacije (r?). Vrijeme polurazgradnje (ti2) izradunato je

primjenom sljedece jednadzbe:

- In2
3.6.3. Modelni pokusi ozoniranja tramadola i metadona

Modelni pokusi ozoniranja tramadola i metadona provedeni su u polietilenskoj menzuri
volumena 250 mL u koju je ozon uvoden pomocu difuzora. U generatoru ozona, kisik iz

sintetskog zraka prevoden je u ozon. U slucajevima kada je bilo potrebno proizvesti vise od
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0,2 mg L ozona, za njegovu je proizvodnju koristen komprimirani kisik 99,5 %-tne &istoce.
Pokusi ozoniranja odabranih opioidnih analgetika provedeni su pri masenim koncentracija
ozonaod 0,05 mg L%, 0,2mgL*i0,5mg L™

Pokusi su provedeni u razli¢itim matricama, ukljucujuéi Cistu vodu, fosfatne pufere
razli¢itih vrijednosti pH (pH =5, 7, 8 i 9) i kompozitni 24-satni uzorak procis¢ene otpadne
vode (sekundarni efluent) koji je sakupljen 27. 09. 2017. u CUPOVZ-u.

Svi pokusi provedeni su na na¢in da je u odabranoj matrici postignuta zeljena
koncentracija ozona koja je provjerena spektrofotometrijski pomoc¢u kivetnih testova (LCK
310, Hach Lange). Osim toga, prije i nakon provedbe pokusa, izmjereni su pH te vodljivost
medija. Kada su svi Zeljeni uvjeti bili postignuti, u matricu je dodano 2 mg L™ tramadola,
odnosno metadona. Promjena koncentracije istrazivanih opioida praena je izuzimanjem
uzoraka (V = 2 mL) u odabranim vremenskim razmacima: 15 s, 30 s, 45 s, 1 min, 1,5 min,
2 min, 3 min, 4 min, 5 min, 7 min i 10 min. Uzorci su izuzeti u polipropilenske bocice s
navrtnim ¢epom volumena 4 mL u koje je, prije izuzimanja uzoraka, prethodno dodano po
20 pL 8,33 mmol L NazSOs koji sluzi za prekid reakcije. U bo¢ice s uzorkom je dodano i po
100 pL 1 mol L amonijeva formijata te je sadrzaj bo¢ice dobro homogeniziran. Nulti uzorci
(t = 0 min) pripravljeni su na nacin da je u matricu dodana otopina promatranog opioida
(y =2 mg L?) te je difuzorom umjesto ozona uvoden zrak, odnosno kisik. Uzorak je izuzet
priblizno nakon 1 minute, odnosno kada je postignuta dobra homogenizacija sustava. Svi
uzorci su odmah nakon provedbe pokusa zamrznuti i pohranjeni na - 20 °C do dana analize.
Analiza UPLC-Q/ToF MS-om nadinjena je u odmrznutim uzorcima bez prethodnog

razrjedivanja.

3.6.4. Odredivanje toksicnosti za alge

Uzorci medija iz pokusa bioloSke razgradnje tramadola 1 metadona, koji su izuzeti na po¢etku
I kraju provedbe pokusa analizirani su testom toksi¢nosti za alge. Prije testa, uzorke je bilo
potrebno pripraviti na nacin da se uklone preostale soli koje interferiraju s testom. Postupak
prociS¢avanja proveden je na kolonicama Oasis HLB (60 mg, 3mL) koje su prethodno
kondicionirane s po 3 mL metanola i ultraciste te izvorske vode. Nakon obogacivanja opioida

na sorbensu, soli su uklonjene ispiranjem s 3 mL ultraciste vode, a zatim su adsorbirani analiti

Petra Kostanjevecki Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 59

eluirani s 2 mL metanola. Metanol je uparen u uparivacu u struji dusika pri temperaturi od
40 °C te je suhi ostatak otopljen u 0,5 mL medija ISO / FDIS 8 692.

Ekotoksikoloska analiza medija koji je sadrzavao tramadol i metadon te njihove
transformacijske produkate provedena je in vivo primjenom testa toksi¢nosti za alge
Desmodesmus subspicatus (86.81 SAG). Kultura algi uzgojena je u mediju ISO / FDIS 8 692
u prisutnosti hranjivih soli na sobnoj temperaturi (22 + 2 °C). Stanice algi prvo su
transportirane iz tekuée kulture u mikroplodu s 96 jamica kapaciteta 2 x 10* stanica / jamici.
Serijska razrjedenja (y (TRAM) = 0,1 — 20 mg L*; y (MTHD) = 0,1 — 15 mg L) uzoraka
pokusa bioloske razgradnje pripravljena su u mediju za rast algi, a potom su dodani u jamice
mikroploca s algama. Deionizirana voda koristena je kao negativna, a kalijev dikromat kao
pozitivna kontrola provodenja pokusa. Inicijalna gustoc¢a algi na pocetku pokusa odredena je
mjerenjem fluorescencije stani¢énog pigmenta klorofila a (4 / 2 = 440 / 680 nm) uz pomoc¢
Citaca za mikroploce. Alge su potom inkubirane u prisutnosti testnih uzoraka 96 sati na sobnoj
temperaturi te je nakon inkubacije ponovno odredena gustoca algi.

Ovom metodom odredena je prosjecna specifi¢na stopa rasta iz koje je potom izraunata
inhibicija algi u odnosu na kontrolnu skupinu algi koja nije izlagana testiranim ekstraktima
(negativna kontrola), odnosno u odnosu na nulte uzorke izuzete prilikom pokusa bioloske

razgradnje (pozitivna kontrola).

3.7. Odredivanje raspodjelnih koeficijenata

Odredivanje raspodjelnih koeficijenata opioidnih analgetika izmedu izmedu tekuce 1 Cvrste
frakcije aktivnog mulja nacinjeno je u modelnim pokusima provedenim u kvadriplikatu na
tresilici. Kao modelni uzorak koristen je aktivni mulj uzet iz aeracijskog bazena CUPOVZ-a
(uzorkovanje 04. 06. 2018.).

Pokus je proveden u polipropilenskoj boci volumena 250 mL koja je sadrzavala 120 mL
aktivnog mulja uz dodatak smjese opioida koja je sadrzavala po 240 ng svakog pojedinacnog
analita. Tri opioidna analita, ukljucujuéi 6-acetilmorfin, morfin-3-p-D-glukuronid te morfin-
6-p-D-glukuronid, nisu bili ukljuceni u ovaj pokus kako bi se iskljucila moguénost njihove
transformacije u morfin. Ekvilibracija tako oboga¢enih modelnih uzoraka provedena je na

laboratorijskoj tresilici u trajanju od 3 sata, nakon ¢ega je uzorak aktivnog mulja razdijeljen u
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4 poduzorka (alikvoti po 25 mL). Uzorci su zatim centrifugirani na 7 888 g u trajanju od 5
minuta. Supernatant (otopljena frakcija) je odvojen dodatnim filtriranjem kroz filtre GF/D
(promjer 47 mm, veli¢ina pora 2,7 um). U filtrat je dodano 25 ng izotopno obiljezenih
surogata opioida. Obrada uzoraka otopljene frakcije provedena je prema prethodno
razvijenom analitickom protokolu opisanom u poglavlju 3.3.1.1., a obrada ¢vrstih uzoraka
prema protokolu opisanom u poglavlju 3.3.1.2.

Raspodjelni koeficijent za pojedine opioide izracunat je kao omjer koncentracija prema
izrazu:

Ka =ws/ yo

gdje je ws maseni udio opioida u odreden u suspendiranoj tvari, izrazen u ng kg, a yo masena

koncentracija u vodi (otopljena frakcija), izrazena u ng L1,

3.8. Obrada podataka

Kvalitativna i kvantitativna analiza opioidnih analgetika i njihovih transformacijskih
produkata u okoli$nim uzorcima primjenom sustava LC-MS/MS s tri kvadrupola provedena je
upotrebom programa Xcalibur 2.0.5. koji je integrirani dio instrumenta.
Za identifikaciju i kvantifikaciju tramadola i metadona te njihovih razgradnih produkata
UPLC-Q/ToF MS-om upotrijebljen je integrirani softverski program MassLynx 4.1.
Statisticka obrada rezultata eksperimenata stabilnosti opioida u uzorcima i ekstraktima

provedena je upotrebom programa SigmaPlot.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Razvoj analitickih metoda za odredivanje opioidnih analgetika u
vodenom okoliSu

4.1.1. Optimizacija kromatografskih i masenospektrometrijskih uvjeta

Kada se radi o odredivanju tragova organskih spojeva u okoliSnim uzorcima, zahtjevi u
pogledu osjetljivosti 1 selektivnosti su vrlo visoki pa je Cesto, I za najsuvremenije
instrumentne tehnike poput LC-MS/MS-a, prije primjene potrebno provesti pazljivu
optimizaciju postupka. To se posebno odnosi na multirezidualne metode kojima se
istovremeno odreduje i po nekoliko desetaka sastojaka. U tom kontekstu vrlo je vazno
optimirati kromatografsko odjeljivanje ciljnih analita prije kona¢ne detekcije spektrometrijom
masa. Takoder, optimizacija kromatografskog odjeljivanja iznimno je vazna kod analiza
visokooptere¢enih uzoraka, kao Sto su primjerice otpadne vode, jer moze znacajno smanjiti
nepovoljne utjecaje matrice u analizatoru masa.

Za analizu opioidnih analgetika sustavom LC-MS/MS primijenjena je kromatografija
obrnutih faza pri cemu su testirane 4 razliCite kromatografske kolone: Gemini Cig, YMCPro
Cis, ACE C1s-PFP i Synergi Polar-RP. Selektivnost kolona YMCPro Cig i Gemini Cis
poglavito se temelji na hidrofobnim interakcijama dugog alkilnog lanca, dok kolona ACE
Ci18-PFP, uz izrazito hidrofobni karakter, sadrzi i pentafluorfenilne skupine Sto rezultira
dodatnim z-z interakcijama tijekom kromatografskog odjeljivanja spojeva koji sadrze
aromatsku jezgru. Kolona Synergi Polar sadrzi najsloZeniju nepokretnu fazu, koja uz
hidrofobni alkilni lanac sadrZi i1 fenilnu skupinu te eterski vezani kisik kao heteroatomski
centar, ¢ime se poboljsavaju polarne interakcije koje pruzaju dodatnu selektivnost za
odjeljivanje razli¢itih tipova polarnih spojeva.

Prilikom optimizacije kromatografskog procesa testirane su i razli¢ite vrste pokretnih faza,
ukljucujuéi razlicite kombinacije ultraciste vode, metanola i acetonitrila uz dodatak octene ili
mravlje kiseline kao kiselog modifikatora. Kiseli uvjeti ujedno pogoduju protoniranju
bazi¢nih spojeva kao §to su opioidi te se tako povecava intenzitet odziva detekcijskog sustava.
Preliminarni pokusi su pokazali da je metanol pogodniji eluens u odnosu na acetonitril.
Takoder, nakon preliminarne usporedbe, octena kiselina je odabrana kao kiseli modifikator

pokretne faze. Za konacnu optimizaciju metode kao eluens A odabrana je voda koja je
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sadrzavala 0,1 % octene kiseline [y (H20, CH3COOH) = 1 000 : 1], a kao eluens B metanol
koji je sadrzavao 0,1 % octene kiseline [y (CH3OH, CH3COOH) =1 000 : 1].

Kromatografsko odjeljivanje standardne smjese opioida na koloni Gemini C1g prikazano je
na Slici 5. Kao §to se vidi na slici, kolona Gemini Cig pokazala se prikladnom samo za
odjeljivanje lipofilnijih opioidnih spojeva, dok je za hidrofilne predstavnike, poput morfina,
morfin-3-p-D-glukuronida, morfin-6-B-D-glukuronida i normorfina postignuto vrlo slabo
zadrZzavanje §to je rezultiralo slabim odjeljivanjem tih spojeva. Usprkos tome, u literaturi je
dosta  Cesta  primjena  oktadecilnih  kolona za  analizu  spojeva  srodnih
opioidima3141517.182L48.71 " Tako su Vuori i suradnici® primjenom takve kolone postigli
zadovoljavaju¢e kromatografsko odjeljivanje nekih predstavnika opioidnih analgetika
(morfina, 6-acetilmorfina, kodeina, EDDP-a i metadona), medutim, zbog visokog Suma
osnovne linije na pocetku kromatograma, granica odredivanja morfina je bila vrlo visoka
(40 ng LY. Moguéi razlog za lose zadrzavanje spomenutih opioida na koloni Gemini Cis
mogao bi biti njezin relativno nizak sadrzaj ugljika (14 %).

Stoga je testirana alternativna oktadecilna kolona YMCPro Cis koja sadrzi 16 % ugljika
(Slika 6). Iako je za vecinu analita postignuto poboljsano kromatografsko odjeljivanje, doslo
je do koeluacije izobarnih spojeva, poput morfina i hidromorfona te norkodeina i
norhidrokodona, $to je onemogucavalo njihovo pouzdano selektivno odredivanje.

Treba napomenuti da niti jedna od do sada objavljenih metoda nije ukljuc¢ivala neke od
najpolarnijih predstavnika opioidnih analgetika, kao $to su primjerice derivati morfina,
odnosno dihidromorfin, hidromorfin, morfin-3-f-D-glukuronid te morfin-6-p-D-glukuronid. S
obzirom na vaznost zastupljenosti glukuronidnih konjugata tijekom metabolickih procesa i

izlu¢ivanja iz ljudskog organizma®’

, razvo] metode za njihovo odredivanje u otpadnim
vodama mogao bi biti veoma vazan za ispravnu procjenu ukupne zastupljenosti opioidnih
analgetika u vodenom okolisu. Da bi se pokuSao ostvariti taj cilj, testiran je novi tip
nepokretne faze u sustavu obrnutih faza koji je ukljuéivao i polifluoriranu fenilnu skupinu
(ACE C1s-PFP). Ta se nepokretna faza pokazala mnogo ucinkovitijom za odjeljivanje smjese
opioida, uz vrlo pravilan oblik pikova za veé¢inu ciljanih spojeva, osim za najpolarniji analit,
morfin-3-B-D-glukuronid (Slika 7). Time je potvrdena vaznost dodatnih z-7 interakcija za

odjeljivanje.
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Slika 5. LC/MS-MS-kromatogrami standardne otopine opioidnih analgetika masene koncentracije 100 pg L™ snimljeni tehnikom prac¢enja

visestrukih tranzicija primjenom kolone Gemini Cig (5um, 150mm x 3 mm). Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.
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Slika 6. LC/MS-MS-kromatogrami standardne otopine opioidnih analgetika masene koncentracije 100 pg L™ snimljeni tehnikom prac¢enja

visestrukih tranzicija primjenom kolone YMCPro Cig (3 um, 150 mm x 2,1 mm). Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.
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Slika 7. LC/MS-MS-kromatogrami standardne otopine opioidnih analgetika masene koncentracije 100 pg L™ snimljeni tehnikom prac¢enja

viSestrukih tranzicija razdvojeni kolone ACE C1g-PFP (3 um, 150 mm x 3 mm). Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.
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Da bi se dodatno poboljSalo kromatografsko odjeljivanje najpolarnijih opioida, testirana je i
kolona Synergi Polar. Kao $to je vidljivo na Slici 8, na ovoj je koloni postignuto vrlo dobro
odjeljivanje vecine analiziranih opioida, a posebno je poboljSano odjeljivanje najpolarnijih
predstavnika (morfin-3-B-D-glukuronida, morfin-6-p-D-glukuronida, normorfina, morfina,
dihidromorfina i hidromorfina). Od ukupno 27 ciljanih analita, koeluirala su samo tri para
spojeva (dihidrokodein i O-demetil-cis-tramadol, fentanil i buprenorfin te EDDP i
propoksifen). Budu¢i da se niti u jednom slucaju ne radi o izobarnim spojevima, selektivnost
je ipak u potpunosti osigurana visokospecificnom detekcijom (pracenjem visestrukih
tranzicijskih reakcija). Zanimljivo je napomenuti da su morfin-3-p-D-glukuronid te morfin-6-
-D-glukuronid, koji su strukturni izomeri s identi¢énim produkt-ionima, potpuno odijeljeni na
koloni Synergi Polar.

Kolona Synergi Polar pokazala se najboljim izborom za odjeljivanje Sirokog spektra

opioidnih analgetika te je u daljnjem tijeku rada upotrijebljena za analize LC-MS/MS-om.
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Slika 8. LC/MS-MS-kromatogrami standardne otopine opioidnih analgetika masene koncentracije 100 pg L™ snimljeni tehnikom pracenja

viSestrukih tranzicija primjenom kolone Synergi Polar (3 pm, 150 mm x 3 mm). Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.
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Detekcija opioida provedena je praéenjem viSestrukih tranzicijskih reakcija te su u Tablici 12
prikazani ioni prekursori, ioni produkti, optimizirane vrijednosti kolizijskih energija te
vremena zadrzavanja (engl. retention time, tr) pojedinih analita i izotopno obiljezenih

surogata na kromatografskoj koloni Synergi Polar.

Tablica 12. Parametri za odredivanje opioidnih analgetika sustavom LC-MS/MS pracenjem

viSestrukih tranzicijskih reakcija. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

_ _ Izotopno "y lon lon Kol. lon Kol.
Kratica spoja obiljeZeni min prekursor prod. energ. prod. energ.
surogat / m/z 1/m/iz 1/V 2/mlz 2/V
M3G M3G-d® 4,1 462 286 27 201 41
norMOR MOR-d® 5,6 272 165 44 201 25
M6G MOR-d? 6,5 462 286 35 201 36
DMOR MOR-d? 6,9 288 185 35 187 31
MOR MOR-d? 7,4 286 165 42 201 27
oM OM-d® 8,3 302 284 20 227 29
HM HM-d® 9,2 286 185 29 157 40
norCOD CoD-d® 11,2 286 165 37 225 17
DCOD DCOD-d® 12,2 302 199 27 201 25
O-DM-TRAM DCOD-d? 12,2 250 58 20 232 12
COoD CcoD-d® 12,8 300 165 37 215 20
NOC NHC-d® 13,2 302 284 15 187 23
NHC NHC-d® 13,8 286 199 26 183 38
OoC oC-d° 14,1 316 298 17 187 27
6-AM 6-AM-d° 14,4 328 165 34 211 23
HC HC-d3 14,8 300 199 28 183 27
EM NFENT-d° 16,1 314 229 24 183 27
NFNT NFNT-d® 16,7 233 84 17 177 13
TRAM TRAM-O-Cd® 18,5 264 58 14 246 10
N-DM-TRAM NFNT-d° 19,0 250 44 15 232 9
norBUP norBUP-d® 24,1 414 187 39 211 45
FNT FNT-d® 25,5 337 188 24 105 32
BUP BUP-d* 25,5 468 396 45 187 45
EDDP EDDP-d? 26,1 278 234 31 249 23
PP PP-d® 26,1 340 266 8 58 13
SENT SENT-d® 26,5 387 238 19 110 35
MTHD MTHD-d? 27,2 310 265 14 105 26
M3G-d® - 4,1 465 289 29 204 38
MOR-d® - 7,3 289 165 37 201 24
OM-d® - 8,2 305 287 19 230 27
HM-d? - 9,2 289 185 32 157 43
DCOD-d? - 12,1 305 201 31 199 32
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Tablica 12. - nastavak

Izotopno tr/ lon lon Kol. lon Kol.
Kratica spoja obiljezeni min prekursor prod. energ. prod. energ.

surogat / m/z 1/m/iz 1/V 2I/mlz 2|V
COoD-d? - 12,7 303 165 37 215 25
NHC-d? - 13,7 289 202 29 183 30
OC-d° - 14,0 322 304 20 190 29
6-AM-d° - 14,3 311 165 38 210 24
HC-d? - 14,7 303 199 32 183 28
NENT-d® - 16,6 238 84 25 56 27
TRAM-d? - 18,3 267 58 16 249 9
norBUP-d® - 24,1 417 211 43 188 23
FNT-d° - 25,5 342 188 23 105 34
BUP-d* - 25,6 472 400 45 59 45
EDDP-d? - 26,0 281 237 28 249 20
PP-d° - 26,1 345 271 7 58 7
SENT-d® - 26,6 392 238 19 111 35
MTHD-d® - 27,1 313 268 12 105 30

tr — vrijeme zadrzavanja, lon prod. — ion produkt, Kol. energ. — kolizijska energija

Za vecinu ciljanih spojeva postignuta je vrlo visoka osjetljivost, medutim za pojedine analite,
poput noroksikodona, norbuprenorfina i propoksifena, osjetljivost je bila nesto niza. Kako bi
se povecala osjetljivost, za buprenorfin i norbuprenorfin testirano je nekoliko iona produkata
koji su navedeni u literaturi®®® te je nadeno da su za buprenorfin najosjetljivije tranzicije bile

m/z 468 — m/z 396, a za norbuprenorfin m/z 414 — m/z 187.

4.1.2. Optimizacija uvjeta ekstrakcije tekucih uzoraka

Temeljem literaturnih iskustava o ekstrakciji spojeva sli¢nih opioidima®!"3%47 u svrhu
optimizacije postupka ekstrakcije opioidnih analgetika iz teku¢ih uzoraka (otpadne i prirodne
vode) upotrebom tehnike SPE, istrazene su dvije vrste sorbensa: Oasis HLB (200 mg
punjenja, volumen 6 mL) te Oasis MCX (150 mg punjenja, volumen 6 mL). Budu¢i da je
ovim istrazivanjem obuhvaceno 27 opioidnih analgetika razlic¢itih fizikalno-kemijskih
svojstava, uz vrstu sorbensa, istrazen je i utjecaj vrijednosti pH na analiticke povrate (raspon
vrijednosti pH od 2 do 10). Analiticki povrati uz upotrebu kolonica HLB ispitani su kod dvije
vrijednosti pH: 7,5 (Sto odgovara vrijednosti pH originalnog uzorka) i pH 10 (radi
potiskivanja disocijacije slabobazi¢nih molekula kao §to su opioidi, ¢ime se pojacava njihova

hidrofobna interakcija s pretezito hidrofobnim HLB sorbensom). Nasuprot tome, ekstrakcija
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na kolonicama Oasis MCX temelji se, prije svega, na principu kationske izmjene, dok su
uobicajene lipofilne i hidrofilne interakcije od manje vaznosti. Stoga je pH uzoraka prije
propustanja kroz kolonice MCX podesen na 2 kako bi se bazi¢ni analiti preveli u protonirani
oblik (katione).

Analiticki povrati opioidnih analgetika odredeni su u preliminarnim pokusima ekstrakcije
s ¢istom izvorskom vodom u koju su ciljani analiti dodani u koncentraciji od 1 pg L. Svi
eksperimenti odredivanja analiti¢kih povrata provedeni su u kvadriplikatu, a dobiveni rezultati

za razlic¢ite SPE-postupke prikazani su na Slici 9.
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Slika 9. Usporedba srednjih vrijednosti analitickih povrata opioidnih analgetika (dodatak
1 pg LY iz izvorske vode na kolonicama Oasis MCX (pH = 2), Oasis HLB (pH = 7,5) i Oasis
HLB (pH = 10 uz dodatak Na,EDTA), n = 4. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Opcenito se moze re¢i da su za sva tri postupka ekstrakcije postignuti relativno dobri
analiticki povrati (0d 57 % do 115 %). Ipak, detaljnija analiza rezultata pokazala je da postoje
znacajne razlike izmedu triju postupaka. Za pojedine analite, poput kodeina i O-demetil-cis-

tramadola, najvisi analiti¢ki povrati postignuti su primjenom kolonica Oasis HLB na pH 7,5.
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Suprotno tome, najvisi analiticki povrat za sufentanil postignut je upotrebom kolonica Oasis
HLB pri pH 10. Nadalje, u ovom modelnom eksperimentu pokazalo se da se veéina opioidnih
analgetika ne moze u potpunosti desorbirati s kolonica Oasis HLB ¢istim metanolom te je bilo
potrebno provesti dodatnu eluaciju primjenom metanola uz dodatak amonijaka [y (CH3OH,
NHz) = 1 000 : 5]. Tako dobivena dva eluata analizirana su odvojeno, a potom su obje
koncentracije zbrojene s ciljem procjene ukupnog povrata ciljanih analita. Na temelju ovih
preliminarnih rezultata, ekstrakcija uzoraka na kolonicama Oasis HLB kod pH 10, ¢inila se
kao najbolji izbor, medutim to se nije potvrdilo tijekom analize kompleksne matrice kao Sto
su otpadne vode.

Analiticki povrati opioidnih analgetika iz uzorka neprocis¢ene otpadne vode obogacene s

1 ng L* opioida, primjenom triju opisanih postupaka prikazani su na Slici 10.
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Slika 10. Usporedba srednjih vrijednosti analitickih povrata opioidnih analgetika (dodatak
1 pg LY iz nepro¢iséene otpadne vode na kolonicama Oasis MCX (pH = 2), Oasis HLB
(pH =7,5) 1 Oasis HLB (pH = 10), n = 4. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Kao §to se vidi, analiticki povrati opioidnih analgetika na kolonicama Oasis HLB kod pH 7,5
1 pH 10 bili su dosta sli¢ni, ali se moZe primijetiti da su za neke hidrofilne opioide (norMOR,
DMOR, MOR i OM) te za najlipofilnije predstavnike, tramadol i EDDP, znacajno visi

analiti¢ki povrati postignuti kod neutralnog pH (pH = 7,5). Na Slici 11 prikazani su relativni

Petra Kostanjevecki Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 72

odnosi povrata na sorbensu Oasis HLB kod pH 10 i sorbensu MCX kod pH 2 u odnosu na

genericki postupak obogacivanja kod neutralnog pH uz upotrebu sorbensa Oasis HLB.
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Slika 11. Relativni analiti¢ki povrati opioidnih analgetika otopljenih u neprocis¢enoj otpadnoj
vodi postignuti na kolonicama Oasis HLB (pH = 10) i Oasis MCX (pH = 2) u odnosu na
analitiCke povrate postignute na kolonicama Oasis HLB pri originalnoj vrijednosti pH uzorka
(pH=7.5)

Vidi se da je primjena kolonica Oasis MCX rezultirala znatno ujednacenijim povratima za
opioidne analgetike u $irokom rasponu polarnosti u usporedbi s kolonicama Oasis HLB.
Medutim, najvaznija prednost sorbensa Oasis MCX su relativno visoka iskoriStenja za
najpolarnije opioide, kao $to su morfin-3-B-D-glukuronid, morfin-6-3-D-glukuronid,
oksimorfon i hidromorfon. To potvrduje vaznost kationske izmjene na sulfonskim skupinama
sorbensa MCX za ekstraciju polarnih opioida.

Dodatni problem kod ekstrakcije opioida na kolonicama Oasis HLB kod pH 10 je
nastajanje taloga kalcijevog karbonata nakon podeSavanja pH uzorka amonijakom, §to dovodi
do zacepljivanja kolonica tijekom ekstrakcije. Da bi se rijeSio taj problem, prije SPE bilo je
potrebno dodati visoku koncentraciju Na,EDTA (y = 1 g L) u uzorke otpadnih voda, sto
moze stvarati poteSkoc¢e u daljnoj analizi zbog povecanog utjecaja ekstrahirane matrice na
losiji oblik kromatografskih pikova (Slika 12 A). Taj se problem moze otkloniti dodatnim

pro¢is¢avanjem ekstrakta na kolonicama Strata NH pri ¢emu se, na principu anionske
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izmjene, mogu ukloniti neke interferencije (Slika 12 B). Medutim, to pretpostavlja uvodenje
dodatnog koraka u analizi ¢ime se produljuje postupak i povecava vjerojatnost gubitka analita.
Ukoliko se za ekstrakciju upotrijebe kolonice Oasis MCX, taj je korak moguce spretno izbjeci
uz primjenu sekvencijalnog eluiranja kao $to je prethodno opisano u literaturi®"%. Anionske
interferencije prisutne u uzorku mogu se selektivno eluirati ¢istim metanolom, pri ¢emu
bazi¢ni analiti, kao $to su opioidi, ostaju na kolonici. Opioidi se, zatim, vrlo efikasno eluiraju
bazi¢nim metanolom [y (CH3OH, NH3) = 1 000 : 5]. Kromatogrami te frakcije su vrlo Cisti i

prikladni za kvantitativnu analizu (Slika 12 C).
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Slika 12. LC-MS/MS-kromatogrami odabranih opioidnih analgetika masene koncentracije 1 pg L™ analizirani tehnikom pracenja

viSestrukih tranzicija (MRM) ekstrahiranih iz neprocis¢ene otpadne vode primjenom: A) kolonica Oasis HLB bez procis¢avanja; B)

kolonica Oasis HLB kolonica uz procis¢avanje ekstrakta primjenom kolonica Strata NHz; C) kolonica Oasis MCX uz primjenu

sekvencijalnog eluiranja. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.
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4.1.3. Optimizacija uvjeta ekstrakcije cvrstih uzoraka

U okviru razvoja metoda optimirani su postupci ekstrakcije za nekoliko tipova ¢vrstih uzoraka
iz vodenog okoliSa: suspendiranu tvar iz nepro¢i$¢ene otpadne vode, aktivni mulj te rije¢ni
sediment. Postupak je obuhvatio kompleksnu smjesu opioidnih analita, kao i za vodu, (osim
6-acetilmorfina i morfin glukuronida) zbog ¢ega njihova simultana ekstrakcija predstavlja
analiticki izazov. Razvoj metode nacinjen je u tri faze. U pocetnoj fazi optimizacije nacinjen
je odabir najprikladnijeg otapala za ekstrakciju. Zatim je nainjena usporedba dviju tehnika
ekstrakcije (ultrazvuéne 1 PLE-ekstrakcije), a posebna pozornost posvecena je optimizaciji
postupka za obradu konacnog ekstrakta, ukljuujué¢i njegovo dodatno prociséavanje i
ukoncentriravanje prije instrumentne analize.

Da bi se odabralo najucinkovitije otapalo, u preliminarnom je pokusu uz upotrebu
ultrazvucne kupelji testirano viSe Cistih otapala i njihovih smjesa: metanol, acetonitril, smjesa
metanola i acetonitrila [y (CH3OH, C>H3N) = 1 : 1], smjesa metanola i acetona [y (CH3OH,
C3HeO) = 1 : 1], metanol uz dodatak amonijaka [y (CH3OH, NH3) = 100 : 1], metanol uz
dodatak amonijaka i mravlje kiseline [y (CH30OH, NH3 : HCOOH) = 100 : 1] te acetonitril uz
dodatak amonijaka [y (C2HsN, NHs3) = 100 : 1]. Taj pocetni odabir otapala za testiranje
nadinjen je uzimajuéi u obzir polarna svojstva opioidnih analita te na temelju literature®™ i
prethodnog iskustva Laboratorija u radu sa sli¢nim spojevima®®l. Pokusi su provedeni u
kvadriplikatu sa suhim uzorcima sedimenta (m = 0,5 g) obogac¢enih sa 100 ng analita kako je

opisano u eksperimentalnom dijelu. Postignuti analiti¢ki povrati prikazani su u Tablici 13.
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Tablica 13. Srednje vrijednosti i medijani analitickih povrata opioidnih analgetika iz modelnih uzoraka sedimenta (W = 200 ng g?)

primjenom ultrazvuéne ekstrakcije uz upotrebu razlicitih otapala, t = 15 min, n = 4, NO - nije odredeno. Popis kratica imena analita nalazi

se u Tablici 6.
Analiti¢ki povrat / % + SD
Analit CHoOH | CopaN | W(CHOH, CaHsN) | $(CH:OH, CsHsO) | w(CHsOH, NH) w(CH;OH, w(C2H3N, NHa)

3 23 =1:1 =1:1 =100:1 HCOOH) = 100 : 1 =100: 1
norMOR 2+2 0+1 1+1 1+1 35+2 3+1 15+1
DMOR 62 11 101 41 81+3 2+1 302
MOR 18+4 1+0 17+£2 9+1 98 +3 31 26+2
HM 3+3 0+1 10+£1 10 58 +2 1+0 39+3
norCOD 2+1 0x1 2+0 2+1 892 4+1 724
DCOD 9+1 1+1 12+1 8+2 99+2 2+1 99+4
O-DM-TRAM 53x2 2+1 673 49+3 120+ 3 31+3 103+4
COD 242 11 23x2 22%2 102+2 4+£2 863
NOC 2+3 1+0 3+1 1+0 71+1 4+1 71+3
OoM 251 11 503 27 %2 832 14+£3 542
NHC 1+1 1+1 3+1 1+0 71+3 3+1 90 +2
oC 32x2 2+1 56+ 2 342 113+3 17+£2 80x6
HC 4+£3 1+0 201 3x1 68 £ 2 10 912
EMOR 34+3 1+1 44 +2 35+3 99 +3 6+1 86 + 3
NFNT 2+2 0x0 2+1 11 77%3 20 84 x2
TRAM 40+1 4+1 112+3 81+3 153 +2 28+2 82+3
N-DM-TRAM 44 +1 5+1 86+ 4 50 + 2 108 +3 42 +3 135+5
norBUP 3+3 1+0 5+1 41 119+4 5+£2 93%6
FNT 12+3 0+0 50 +3 4%0 82+2 1+1 52+ 4
BUP 1787 2+1 105+2 514 162 +5 55+3 45+ 3
EDDP 23+12 NO NO NO 52 +9 15+ 2 NO
PP 61+6 2+1 96 +1 48 +2 123+ 4 24+ 4 39+6
SFENT 46+ 8 20 74 %2 283 0 x5 233 61x5
MTHD 45+5 4+1 88+3 51+2 120 + 4 37+2 36+3
Medijan / % 21 1 23 9 94 5 72
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Medijani analitickih povrata postignutin upotrebom polarnih organskih otapala ili njihovih
smjesa bez kiselih ili bazi¢nih modifikatora bili su srazmjerno niski za vecinu analita:
acetonitril (1 %), metanol (21 %), smjesa metanol-acetonitril (23 %), smjesa metanol-aceton
(9 %). Niti dodatkom kiselog modifikatora (HCOOH) nije se znatnije poboljsala u¢inkovitost
ekstrakcije (medijan 5 %). Visoki analiticki povrati postignuti su tek s bazicnim otapalima
(1 % amonijaka), pri ¢emu je znatno visi povrat postignut bazi¢nim metanolom (od 35 % do
162 %), nego bazi¢nim acetonitrilom (od 15 % do 135 %). Za velinu analita, povrati
ekstrakcije bazi¢nim metanolom bili su U rasponu od 80 % do 120 %. Nizi analiti¢ki povrati
postignuti su za izrazito polarne spojeve, ukljuc¢ujuci normorfin (35 %), hidromorfon (58 %) i
hidrokodon (68 %) te EDDP (52 %). Nasuprot tome, za neke od analita, kao $to Su
propoksifen, tramadol 1 buprenorfin zabiljeZeni su analiti¢ki povrati iznad 120 %.

Temeljem preliminarnog pokusa, bazi¢ni metanol je odabran kao otapalo za daljnji razvoj
metode te je u sljede¢em koraku istraZzen utjecaj dodatka amonijaka metanolu na uc¢inkovitost
ekstrakcije pri 4 razli¢ita omjera metanola i amonijaka : w (CH3OH, NHs) = 1 000 : 2,
w (CH3OH, NH3) = 1 000 : 5, w (CH3OH, NHs) = 100 : 1, v (CH3OH, NH3) = 100 : 2.

Rezultati su prikazani su u Tablici 14.

Tablica 14. Utjecaj dodatka amonijaka metanolu na srednje vrijednosti analiti¢kih povrata
opioidnih analgetika iz modelnih uzoraka sedimenta (w = 200 ng g pojedina¢nih analita)

primjenom ultrazvuéne ekstrakcije (n = 4). Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Analiti¢ki povrati / % + SD

Analit w (CH3OH, w (CH30H, w (CH3OH, w (CH3OH,

NH3)=1000:2 | NHs)=1000:5 | NHg)=100:1 | NHa) =100 : 2
norMOR 16+2 20+1 35+3 24+ 1
DMOR 33+2 44 + 2 81+2 49+ 2
MOR 33+3 36+2 98+3 33+2
HM 28+2 3212 58+2 36+1
norCOD 733 80+3 89+4 86+3
DCOD 72+3 81+2 99+3 97+ 4
O-DM-TRAM 82+4 902 120+ 3 93+3
COoD 802 80+3 102+1 96+ 2
NOC 731 71+3 71+2 89+4
oM 42+ 2 42+ 2 83+4 41+2
NHC 59+3 69+3 71+3 81+3
oC 79+4 82+2 113+3 89+3
HC 63+3 78+3 68+3 91+4
EMOR 83+4 82+4 99+2 98+5
NENT 62+2 72+6 77+3 91+3
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Tablica 14. - nastavak

Analiti¢ki povrati / % + SD
Analit w (CH3OH, w (CH3OH, w (CH3OH, w (CH3OH,
NH3)=1000:2 | NH3)=1000:5| NH3)=100:1 | NH3)=100:2
TRAM 94 +2 89+2 153+6 99 +4
N-DM-TRAM 94 +2 78+3 108 +4 108 +5
norBUP 705 604 119+3 69 =3
FNT 61+4 83+5 82+2 87 %3
BUP 50+ 6 81+3 162 +5 72+3
EDDP 54 + 6 45+ 7 52+ 4 86+ 2
PP 774 88 +3 123 +5 8l+4
SENT 834 84 +3 905 87 %3
MTHD 82+3 92 +2 120+ 3 91+2

Pokazalo se da se najvisi analiticki povrati postizu otapalom y (CH30H, NH3) = 100 : 1. Kod
svih ostalih testiranih uvjeta postignuti su za veéinu spojeva nizi analiti¢ki povrati, posebno za
najpolarnije analite, morfin, normorfin, dihidromorfin i hidromorfon.

Na sli¢an nacin, ispitan je utjecaj udjela amonijaka na alternativnu ekstrakcijsku tehniku —
ubrzanu visokotlaénu ekstrakciju otapalom. | PLE-tehnikom su najbolji rezultati postignuti
otapalom istog sastava w (CH3sOH, NH3) = 100 : 1. Usporedba ucinkovitosti PLE-ekstrakcije
(Slika 13) i ekstrakcije pomognute ultrazvukom (Tablica 14) pokazala je da PLE-ekstrakciji
treba dati prednost. Budué¢i da su kod PLE-ekstrakcije pri omjeru metanola i amonijaka
w (CH30H, NH3) = 100 : 1 uoceni tehnic¢ki problemi s uredajem za ekstrakciju, za koje je
pretpostavljeno da mogu biti povezani sa nastajanjem mjehurica usljed otparavanja
amonijaka, u kasnijoj je fazi ispitan utjecaj smanjenja dodatka amonijaka na analiticke
povrate. Rezultati su pokazali da su 1 za otapalo s dvostruko nizim udjelom amonijaka
[y (CH30OH, NHz) = 1 000 : 5] za vecinu opioida dobiveni vrlo sli¢ni analiti¢ki povrati kao i
za otapalo [y (CH3OH, NH3) = 100 : 1]. Medutim, ipak treba primijetiti da su povrati
najpolarnijih opioida (norMOR, MOR, OM i HM) bili nizi, dok je povrat EDDP-a bio visi
(69 %). Tim je analitima u daljnjem postupku posvecena posebna pozornost, uzimajuéi u
obzir ¢injenicu da na povrate osim ucinkovitosti ekstrakcije utjece 1 obrada ekstrakta. Zbog
izbjegavanja tehnickih problema s PLE-uredajem, za ekstrakciju je prilikom daljnjeg razvoja i

validacije metode odabrano otapalo w (CH3OH, NH3) =1 000 : 5.
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Slika 13. Usporedba srednjih vrijednosti analitickih povrata opioidnih analgetika ekstrahiranih iz modelnih uzoraka sedimenta pod

povisenim tlakom primjenom razlicitih otapala, n = 4. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.
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PLE-ekstrakciju su za sli¢ne spojeve upotrijebili i neki drugi autori’*%?

pri cemu je ekstrakcija
provodena najcesce kod temperature od 80 °C. Ukazano je da na viSim temperaturama, koje
pogoduju povecanju brzine difuzije otapala u matrici, moze do¢i do degradacije termicki
nestabilnih spojeva. Utjecaj temperature na povrate 15 razli¢itih farmaceutskih spojeva, u koje
je bio ukljucen i opioid kodein, upotrebom PLE-tehnike istrazivali su Vazquez-Roig i
suradnici®? u temperaturnom rasponu od 50 °C do 110 °C te su zakljucili da su najvisi
analiticki povrati postignuti pri 90 °C. Nesto nizu optimalnu vrijednost temperature od 80 °C
za ukupno 21 opioidni analgetik odredili su Baker i Kasprzyk-Hordern’®,

Baker i Kasprzyk-Hordern™ takoder su pokazali da je za iscrpnu ekstrakciju potrebno
provesti 3 ciklusa PLE-ekstrakcije. Iako je takav zakljucak i ocekivan u pogledu uéinkovitosti
same ekstrakcije, treba napomenuti da viSestrukim ekstrakcijskim ciklusima nastaju veliki
volumeni ekstrakta Sto se moze negativno odraziti na analiticke povrate prilikom obrade
prikupljenog ekstrakta. Na to upuéuju i rezultati eksperimenta u kojem je usporedena ukupna
uc¢inkovitost jednokratne i dvokratne PLE-ekstrakcije za odabranu smjesu opioida (Slika 14).
Kao Sto se vidi, ukupni analiticki povrati postignuti primjenom jednog ciklusa ekstracije bili
su viSi nego u slucaju primjene 2 sukcesivna ciklusa ekstrakcije. Najveée su razlike

zabiljeZene za izrazito polarne spojeve poput morfina (47 %) te dihidromorfona (54 %).
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Slika 14. Usporedba srednjih vrijednosti analitickih povrata opioidnih analgetika iz modelnih
uzoraka sedimenta obogacenih s 200 ng g* analita (n = 4) primjenom 1 i 2 ciklusa PLE-
ekstakcije. Otapalo za ekstrakciju: w (CH3OH, NH3) =1 000 : 5. Popis kratica imena analita

nalazi se u Tablici 6.
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Takav rezultat ukazuje na znacajne gubitke koji mogu nastati obradom ekstrakata vecega
volumena. Vrijeme potrebno za uparavanje takvih ekstrakata je iznimno dugo (priblizno 4 h)
Sto rezultira pove¢anim gubicima i znac¢ajno produljuje trajanje analize.

Konaé¢ne ukoncentrirane ekstrakte za analize LC-MS/MS-om vazno je profiltrirati u svrhu
uklanjanja Cestica koje bi mogle zacepiti injektorski sustav i kromatografsku kolonu. Taj
dodatni korak moze dovesti do daljnjih gubitaka i / ili kontaminirati uzorak. Zbog toga je
izbor tipa filtra od velike vaznosti. U ovom radu u tu je svrhu testirano 6 vrsta filtara, a
rezultati su prikazani na Slici 15.

Pokazalo se da filtracija zavr$nih ekstrakata znatnije utjece iskljuc¢ivo na analiticke povrate
lipofilnijih analita kao Sto su metadon, EDDP, buprenorfin, norbuprenorfin, propoksifen,
fentanil i sufentanil. Zbog niskih povrata, filtri sa staklenim mikrovlaknima, polietersulfonski
te regenerirani celulozni filtri pokazali su se neprikladnim za analizu opioida. Visoke
vrijednosti povrata (od 75 % do 91 %) dobivene su filtracijom kroz politetrafluoroetilenske
filtre (promjer 17 mm, veli¢ina Cestica 0,45 pum) za sve opioidne spojeve osim fentanila

(68 %). Ovi rezultati u skladu su s onima koje su ranije objavili Baker i Kasprzyk-Hordern®’.
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Slika 15. Srednje vrijednosti analitickih povrata uz filtraciju PLE-ekstrakata opioidnih analgetika iz modelnih uzoraka sedimenta kroz

razli¢ite vrste filtara, n = 4. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.
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Prilikom optimizacije metode, istrazen je i utjecaj sastava otapala u kojem je pripravljen
zavrSni ekstrakt na analiticke povrate tijekom filtracije kroz politetrafluoroetilenske filtere.
Testiranje je provedeno u 50 mmol L amonijevom acetatu (C2H;NO) pripravljenom u
otapalima koja su sadrzavala 3 razli¢ita volumna omjera vode i metanola [y (H20, CH30OH) =
8:2; w (H20, CH3OH) = 1: 1; w (H20, CH3OH) = 2,5 : 7,5] te u metanolu. Rezultati su
prikazani u Tablici 15.

Tablica 15. Utjecaj sastava otapala u kojem je pripravljen zavr$ni ekstrakt na srednje
vrijednosti analitickih povrata opioidnih analgetika iz modelnih uzoraka sedimenta uz

filtraciju ekstrakta kroz politetrafluoroetilenske filtre, n = 4. Popis kratica imena analita nalazi

se u Tablici 6.
Analiticki povrat / % + SD
50 mmol L? 50 mmol L 50 mmol L
Analit C2H7/NO2 (w C2H7NO2 (w C2H/NO2 (w CHsOH
(H20, CH30H) (H20, CH30H) (H20, CH30H)
=8:2) =1:1) =25:7,5)

norMOR 86+ 10 101 +£13 121+4 147+ 6
DMOR 91+6 105+7 125+ 4 114+ 3
MOR 93+5 104 +7 121+3 108 £+ 4
HM 92+5 102 +8 120+ 2 108 £ 2
norCOD 86+11 102 £ 12 121+5 136 £ 5
DCOD 93+2 107 +£9 120+5 111 +4
O-DM-TRAM 84 +2 103+6 124 +5 108 £ 3
COD 91+4 103 +£12 120+ 7 107 +£5
NOC 90 +3 104+ 8 120+ 4 133+5
oM 88+2 104 + 8 121+5 108 £ 6
NHC 88+9 103+ 10 124+ 3 149+ 6
OoC 87+2 102+9 123 +5 105+6
HC 93+7 106+ 8 123 +5 107+ 2
EMOR 91+6 106 + 10 125+ 6 107+ 3
NENT 87+3 107 £ 11 127+ 6 119+4
TRAM 82+5 102 £ 11 122 +4 107 £5
N-DM-TRAM 84 +4 105+7 128+ 4 110+ 4
norBUP 90+ 6 94 +19 116 £5 110+ 3
FNT 94 +3 99 +3 114+ 6 100+ 7
BUP 85+11 102+8 115+9 102 +7
EDDP 84 +4 101+9 119+7 111 +5
PP 81+15 113+5 132 £ 10 103 +5
SFNT 875 105+ 3 121 +12 105+8
MTHD 83+3 103+ 4 116 £ 10 105+5
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Ocekivano, porast udjela organskog otapala u zavrSnom ekstraktu rezultirao je viSim
analitickim povratima. Razultati pokazuju da za potpuni povrat ciljanih analita tijekom
filtracije udio metanola mora biti najmanje 50 % [50 mmol L™ amonijev acetat (¢ (H2O,
CH30OH) = 1 : 1)]. To je otapalo, stoga, odabrano kao zavr$no otapalo za otapanje suhog
ostatka nakon uparavanja ekstrakta pripravljenog PLE-ekstrakcijom.

U slucaju uzoraka s visokim sadrzajem organske matrice kao S§to su jako zagadeni
sedimenti, suspendirana frakcija neprocis¢ene otpadne vode i aktivni mulj, sirove ekstrakte
potrebno je prije analize LC-MS/MS-om podvrgnuti dodatnom proc¢is¢avanju. Suhi ostatak
takvih neprocis¢enih ekstrakata nije se u potpunosti mogao otopiti u odabranom zavr§nom
otapalu [50 mmol L™ amonijev acetat u y (H20, CH3OH) = 1 : 1], a odzivi detekcijskog
sustava za surogate opioida u tako pripravljenim ekstraktima bili su zbog supresije ionizacije
mnogo nizi od odziva u odgovarajuim standardnim otopinama. Takoder, prisutne
interferencije utjecale su nepovoljno na oblik pikova i ponovljivost vremena zadrzavanja
nekih analita tijekom kromatografskog odjeljivanja. U svrhu optimizacije, usporedena su tri
razli¢ita postupka procis¢avanja ekstrakata: a) propustanje ekstrakata razrijedenih izvorskom
vodom (1 : 10) kroz kolonice Oasis MCX prema protokolu razvijenom za otopljenu frakciju
otpadne vode, b) propustanje bazi¢nih ekstrakata kroz kolonice Strata NH> te c) propustanje
ekstrakata zakiseljenih mravljom kiselinom [y (CH3OH, HCOOH) = 100 : 1] kroz kolonice
Strata NH». Rezultati modelnih pokusa uz dodatak obiljezenih surogata opioida prikazani su
na Slici 16.
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Slika 16. Relativni odzivi za surogate opioida u modelnim ekstraktima suspendirane tvari iz

neprocis¢ene otpadne vode nakon procis¢avanja ekstrakta upotrebom triju razlicitih postupaka
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Metode a i ¢ pokazale su vrlo pozitivne u¢inke na kromatografsko odjeljivanje $to pokazuje
da su glavne intereferencije u ekstraktu bile anionskog karaktera. lako su sve tri metode
osigurale zadovoljavajuce analitiCke povrate opioida, izmedu triju postupaka mogu se uociti i
odredene razlike. Za veéinu analita su bolji odzivi dobiveni nakon propustanja zakiseljenih
ekstrakata kroz kolonice Strata NH2 (postupak c). Stoga je postupak ¢ odabran za konacnu
validaciju metode. Najvaznji nedostatak tog postupka je velik gubitak 6-acetilmorfina te
morfinglukuronida koji prelaze u morfin. Analiticki povrati postignuti kona¢no odabranim
postupkom procisé¢avanja bili su u rasponu izmedu 86 % za buprenorfin do 110 % za fentanil,
Sto ukazuje da propustanjem kroz kolonice Strata NH> ne dolazi do znac¢ajnih gubitaka niti
jednog opioida (Slika 17).
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Slika 17. Srednje vrijednosti analitickih povrata opioidnih analgetika iz modelnih uzoraka

sedimenta uz procis¢avanje zakiseljenog PLE-ekstrakta na kolonicama Strata NH>

Posebno je interesantno uociti da su uparavanjem procis¢enih ekstrakata postignuti vrlo visoki
analiticki povrati EDDP-a (105 %), Sto je vjerojatno rezultat zakiseljavanja ekstrakta prije
prociS¢avanja, ¢ime se smanjuju gubitci prilikom uparavanja. Naime, i neka prethodna
istrazivanja su pokazala da se dodatkom kiseline u otapalo za otapanje suhog ostatka moze
pospjesiti desorpcija ciljanih baziénih analita sa staklenih stijenki epruvete®%4% Ovu
pretpostavku je potvrdio i modelni pokus u kojem je ista koli¢ina opioida dodana u modelni

ekstrakt nakon procis¢avanja (Tablica 16). Usporedba analiti¢kih povrata istrazivanih analita
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u bazi¢nom [y (CH30OH, NH3) =1 000 : 0,5] i zakiseljenom metanolu [y (CH3OH, HCOOH)
= 1 000 : 1] pokazala je sustavno viSe povrate u zakiseljenom metanolu, a razlika je bila

posebno uvjerljiva za inace vrlo problemati¢ni analit EDDP (92 % prema 16 %).

Tablica 16. Usporedba srednjih vrijednosti analitiCkih povrata opioidnih analgetika

uparavanja u bazi¢nom i kiselom metanolu. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Analitic¢ki povrat uz Analiti¢ki povrat uz
Analit uparavanje u bazi¢nom | uparavanje u kiselom
CHsOH /% + SD CHsOH /% + SD
norMOR 72+6 88+ 10
DMOR 64 +5 91+9
MOR 635 91+8
HM 695 65+11
norCOD 89+7 86 +6
DCOD 834 90+8
O-DM-TRAM 88+ 6 95+ 6
CoD 81+4 89+9
NOC 91+8 62+ 6
oM 76 £ 6 58+ 8
NHC 886 66 £5
oC 87+5 637
HC 81+8 71+6
EMOR 85+9 937
NFENT 82+6 92+8
N-DM-TRAM 74+6 94 8
NTRAM 82+6 97 +8
norBUP 767 86 + 8
FNT 78 + 17 100+ 7
BUP 57+ 16 84+11
EDDP 16 £13 92 +13
PP 82+18 94 +18
SENT 85+ 13 97 + 17
MTHD 72+12 92+15
4.1.4. Stabilnost opioidnih analgetika i njihovih transformacijskih produkata u uzorcima

otpadnih voda i njihovim ekstraktima
Da bi se mogla pouzdano pratiti raspodjela opioidnih analgetika u okoliSu, nuZno je poznavati
njihovu stabilnost u uzorcima. Naime, tijekom skladiStenja uzoraka moze do¢i do
transformacijskih procesa koji mogu rezultirati podcjenjivanjem ili precjenjivanjem

koncentracija pojedinih analita®%67:%,
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Stoga je preporucljivo, kad god je to tehnicki moguce, uzorke obraditi i analizirati u $to
kra¢em vremenu nakon njihova prikupljanja. U slucajevima kada to nije moguce (npr.
opseznija uzorkovanja s velikim brojem istovremeno prikupljenih uzoraka), prikupljeni se
uzorci skladite na snizenoj temperaturi, najc¢e$¢e zamrzavanjem na - 20 °C. Alternativno,
uzorci se mogu djelomic¢no obraditi neposredno nakon prikupljanja, tako da se nacini samo
propustanje kroz SPE-kolonice (ekstrakcija) koje se, zatim, do dana zavrSne analize
(desorpcija, uparavanje i analiza LC-MS/MS-om) c¢uvaju u zamrzivacu (- 20 °C).
Alternativno se, u zamrzivacu (- 20 °C) mogu Cuvati i ekstrakti u organskom otapalu.

Kao matrica za ispitivanje stabilnosti opioidnih analgetika u realnim uzorcima odabrana je
neproc¢is¢ena otpadna voda, koja predstavlja najsloZzeniju matricu s obzirom na moguce
abioticke 1 bioticke procese. Svi pokusi provedeni su u triplikatu, a obuhvacéeno je razdoblje
skladiStenja do 100 dana. Odredivanjem preostale koncentracije opioidnih analgetika
(izrazene kao postotak pocetne koncentracije) nakon 7, 30, 70 i 100 dana pokazano je da
jedna tre¢ina (n = 8) odabranih analita tijekom skladiStenja uzoraka otpadnih voda na - 20 °C
pokazuje visoku stabilnost (promjena koncentracije < 20 %) ¢ak i nakon duljeg skladistenja
(Tablica 17). Ipak, treba naglasiti da je promjena koncentracije znacajnog broja analita poput
sufentanila, propoksifena, fentanila, norbuprenorfina, norfentanila, N-demetil-cis-tramadola,
etilmorfina, noroksikodona, hidromorfona i norhidrokodona, bila visa od 20 % ve¢ nakon 7
dana skladiStenja.

Najnestabilniji opioidni spojevi bili su oba glukuronida morfina te 6-acetilmorfin, $to je u
skladu s o&ekivanjima i literaturnim podatcima®®. Koncentracija morfinglukuronida snizena je
za vise od 50 % nakon 30 dana te se njihova koncentracija nastavila snizavati sve do kraja
provedbe eksperimenta. Zanimljivo je napomenuti da je morfin-3-B-D-glukuronid bio
nestabilniji od morfin-6-p-D-glukuronida. Sli¢no morfinglukuronidima, zabiljezeno je i
znacajno snizenje koncentracija 6-acetilmorfina (86 %). Treba naglasiti da je sniZzenje
koncentracija morfin-3-pB-D-glukuronida, morfin-6-p-D-glukuronida i 6-acetilmorfina bilo
pra¢eno znacajnim porastom koncentracije morfina (195 %) nakon 100 dana skladistenja, Sto
se moze objasniti intenzivnom retransformacijom konjugiranih metabolita morfina i

6-acetilmorfina u morfin tijekom skladistenja i / ili odmrzavanja uzoraka.
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Tablica 17. Stabilnost opioidnih analgetika u neproc¢iséenoj otpadnoj vodi obogacenoj s
1 pg L analita opioida tijekom skladistenja na - 20 °C, n = 3. Popis kratica imena analita

nalazi se u Tablici 6.

Preostala koncentracija izrazena kao postotak pocetne

Analit koncentracije + SD

7 dana 30 dana 70 dana 100 dana
M3G 40*+5 38*+4 1*+0 0*+0
norMOR 84* +13 92* + 10 114* + 6 112 £23
M6G 55*+3 28*+5 45* £ 5 32*+7
DMOR 85* + 6 74* + 12 76*+9 83*+7
MOR 118* + 16 139* + 17 183* + 15 195* + 19
oM 79*+ 6 90* + 14 100 + 16 88* + 17
HM 76* +7 90*+8 80* + 3 71*+ 4
norCOD 83*+13 103 £ 22 111+11 119 + 46
DCOD 79*% £ 17 106 £ 17 95+6 85* +5
O-DM-TRAM | 79+31 120 + 33 130* +9 96 £+ 39
COoD 83+23 95 + 20 105+ 10 118+ 19
NOC 72*+8 86+7 112* £ 21 78* £ 17
NHC 66* + 8 96 + 12 112 +£18 97 £12
oC 79* + 12 89* +7 93+11 89* + 13
6-AM 70*+8 59* +5 29%+1 14* £+ 2
HC 78*+7 79*+5 83*+9 60* + 9
EMOR 85* + 11 65 £ 26 60* + 8 69* +5
NFNT 75*% £ 12 50* + 12 60* +7 53*+ 10
TRAM 91*+ 19 88* + 21 91+19 59 +38
N-DM-TRAM | 78*+24 08 + 22 96* £ 8 76 £ 63
norBUP 73*+ 14 70* £ 6 97 +11 78 £ 11
FNT 72*+1 84* +9 87* + 16 70* £ 12
BUP 67* £ 17 50* £ 11 57*+7 S57T*x7
EDDP 82* + 19 103 + 18 89*+5 80 £ 41
PP 74* £ 15 82* +2 92*+9 79*% £ 21
SFENT 76* +16 79*% +12 87*+4 73*+7
MTHD 80* + 22 87*+4 99+ 15 78 +18

*Znacajna promjena (t-test; p < 0.05)

U tom kontekstu valja naglasiti da je 6-acetilmorfin ekskluzivni urinarni biomarker
konzumacije heroina te je njegova stabilnost u uzorcima otpadnih voda kljucna za pouzdanu
procjenu konzumacije heroina primjenom koncepta epidemiologija otpadnih voda. Rezultati

pokazuju da bi procjena konzumacije heroina na temelju 6-acetilmorfina mogla biti
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podcijenjena ako se uzorci zamrzavaju prije ekstrakcije. Nadalje, tijekom provedbe
eksperimenta uocCeno je i snizenje koncentracije buprenorfina, koje je bilo praéeno
povisenjem koncentracije njegovog metabolita norbuprenorfina, §to je najvjerovatnije rezultat
demetilacije roditeljskog spoja tijekom skladistenja.

Za usporedbu, u dodatnom je pokusu istraZzena stabilnost opioidnih analgetika u
adsorbiranom obliku pohranjivanjem kolonica za ekstrakciju u zamrzivacu (- 20 °C), a kao
referencijski uzorci posluzili su ekstrakti pripravljeni eluacijom SPE-kolonica Oasis MCX
odmah nakon propusStanja uzoraka. Rezultati su prikazani na Slici 18. Stabilnost veéine
promatranih analita bila je dobra (snizenje < 20 %), a znacCajnije promjene koncentracija
zabiljezene su za morfin-6-B-D-glukuronid i hidrokodon. Zanimljivo je napomenuti da se
stabilnost skladiStenja u sorbiranom obliku za nekolicinu opioida (morfin-6-p-D-glukuronid,
normorfin, dihidromorfin, etilmorfin), pokazala znatno prikladnijom od skladiStenja u obliku
ekstrakta. Snizenje koncentracije tih osjetljivih opioida u ekstraktima bilo je za etilmorfin
42 %, 6-acetilmorfin 43 %, dihidromorfin 49 % te morfin-6-pB-D-glukuronid 56 %. Stabilnost
opioidnih analgetika tijekom skladiStenja na kolonicama Oasis MCX ispitivali su i Baker i
Kasprzyk-Hordern®” te su zakljuéili da su analiti u tom obliku stabilni 6 tjedana. Isto tako,
Gonzalez-Marifio i suradnici'? su pokazali da je veéina opioidnih analgetika ukoncentriranih
na kolonicama Oasis HLB bila stabilna tijekom 3 mjeseca na - 20 °C.

Zakljucno, temeljem provedenih eksperimenata u ovom radu i literaturnih podataka, kao
najbolji nacin za o€uvanje integriteta uzorka odabrano je skladiStenje uzoraka u sorbiranom
obliku na kolonicama Oasis MCX na - 20 °C te njihova eluacija na dan analize. Pri tom, kad

je to god to moguce, SPE-ekstrakciju treba naciniti unutar 24 h od uzorkovanja.
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BEMCH Jolonice elnirane nakon 7 dana BN CX Jolonice ehnrane nakon 30 dana
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Slika 18. Stabilnost opioidnih analgetika tijekom skladistenja na - 20 °C na kolonicama Oasis MCX te u ekstraktima nakon ekstrakcije na

¢vrstoj fazi tijekom 7 i 30 dana. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.
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4.1.5. Validacija analitickih metoda za odredivanje opioidnih analgetika u otopljenoj i
¢vrstoj frakciji otpadnih i povrsinskih voda

Validacija metode za odredivanje opioidnih analgetika u otopljenoj frakciji neprociséenih i
procis¢enih otpadnih voda obuhvacala je sljedeée parametre: linearnost, instrumentne granice
odredivanja, analiticki povrat analita, utjecaj matrice, to¢nost, preciznost 1 granice
kvantitativnog odredivanja metode. Pokusi validacije provedeni su prema postupku koji je
detaljno opisan u poglavlju 3.4., a rezultati su prikazani u Tablici 18.

Za vecinu ciljanih analita odziv detekcijskog sustava bio je linearan u rasponu od
0,5 ng mL? do 500 ng mL™. Iznimke su morfin i njemu srodni spojevi, normorfin i
dihidromorfin, za koje je raspon linearnosti bio uzi (od 0,5 ng mL™* do 200 ng mL), dok je,
nasuprot tome, raspon linearnosti odziva za tramadol i njegove metabolite O-demetil-cis-
tramadol te N-demetil-cis-tramadol obuhvatio S$ire koncentracijsko podru¢je (do
1 500 ng mL™). Instrumentne granice detekcije varirale su u Sirokom rasponu od 0,02 pg za
etilmorfin i O-demetil-cis-tramadol do 15 pg za propoksifen.

Granice kvantitativnog odredivanja analita ovise, osim o instrumentnoj granici detekcije, o
stupnju ukoncentriravanja uzorka, gubitcima tijekom obrade uzorka i sloZzenosti matrice, pri
¢emu se nize granice odredivanja postizu za uzorke s jednostavnijom matricom. Na temelju
provedenih validacijskih pokusa, granice kvantitativnog odredivanja analita u neprocis¢enoj
otpadnoj vodi bile su u rasponu od 0,3 ng L™ do 2,6 ng L%, u pro¢idéenoj otpadnoj vodi od
0,2ng Lt do 1,9 ng L te u rijeénoj vodi od 0,1 ng L™t do 0,8 ng L.

Validacijom utjecaja matrice na intenzitet kromatografskog signala utvrdeno je da sve
ispitivane matrice imaju srazmjerno slab ucinak, osim za najpolarnije opioide 1 u pravilu se
radilo o supresiji odziva. Za ve¢inu analiziranih opioida supresija je bila je ispod 20 %.
Najveca supresija odziva zabiljeZena je u neproc¢iS¢enoj otpadnoj vodi te u rije€noj vodi za
morfin-3-B-D-glukuronid, morfin-6-B-D-glukuronid i normorfin (do 38 %). To se moze
dijelom objasniti ranom eluacijom tih analita, odnosno koeluacijom s polarnim necistoama
koji se rano eluiraju s kolone. Medutim, znacajna supresija Signala odredena je i za
buprenorfin (- 31 %) i njegov metabolit norbuprenorfin (- 26 %). Zanimljivo je da je za neke
od najlipofilnijih opioida koji se s kromatografske kolone eluiraju vrlo kasno, kao §to su
metadon i sufentanil, zabiljeZeno povecanje inteziteta signala do 27 % u ekstraktima
procisc¢ene otpadne vode. Srazmjerno nizak utjecaj matrice treba zahvaliti selektivnom nacinu

ekstrakcije, upotrebom sekvencijalne eluacije s kolonica Oasis MCX.
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Tablica 18. Parametri validacije metode odredivanja opioidnih analgetika u otopljenoj frakciji otpadnih i prirodnih voda. Popis kratica

imena analita nalazi se u Tablici 6.

Neprocdiséena otpadna voda Prodiséena otpadna voda Rije¢na voda
Analit Linearnost 2 IGD | Prec. | Analiticki Utjecaj Toén. | GK/ | Prec. | Analiticki Utjecaj Toén. | GK/ Prec. | Analiticki Utjecaj Toén. | GK/
/ng Lt r /pg | /% | povrat/% | matr./% | /% | ngL' | /% | povrat/% | matr./% | /% | nglL? ! % povrat/% | matr./% | /% | nglL?
M3G 0,5-500 0,999 04 4 90 -25 111 0,3 2 78 -18 109 0,2 3 82 -38 94 0,1
norMOR 0,5-200 1,000 0,2 3 89 - 27 102 0,9 4 82 -11 106 0,5 5 81 -25 80 0,2
M6G 05-500 0999 1,0 1 89 -17 119 0,7 11 73 -9 96 0,4 4 79 -24 82 0,2
DMOR 05-200 0,999 0,07 4 92 -15 124 1,0 1 84 -5 119 0,6 4 86 -9 107 0,3
MOR 05-200 0997 01 3 95 -21 125 0,9 4 79 -7 109 11 5 73 -13 100 0,3
oM 05-500 0999 1,0 2 91 - 16 117 0,3 4 81 -8 114 0,2 3 87 -15 98 0,1
HM 05-500 0,999 0,05 4 88 -28 110 2,6 3 81 -8 100 1,7 7 90 -16 98 0,8
norCOD 05-500 0,999 03 2 92 -12 106 1,8 4 84 5 113 11 4 85 -15 75 0,4
DCOD 05-500 0,999 03 2 93 -1 120 2,8 1 85 4 112 15 3 87 2 95 0,7
O-DM-TRAM | 0,5-1500 0,999 0,02 3 97 1 155 0,4 5 79 -6 93 0,2 3 87 3 98 0,1
COD 05-500 1,000 0,11 2 91 -7 116 0,4 2 81 -15 102 0,2 3 91 0 83 0,1
NOC 05-500 0,998 5,0 2 89 -9 105 25 5 81 8 100 15 3 85 -11 91 0,6
NHC 0,5-500 1,000 0,07 2 88 -6 104 11 3 84 15 107 0,7 3 92 -16 86 0,3
oC 05-500 0999 1,0 1 90 4 115 0,4 6 88 10 120 0,2 3 89 -2 98 0,1
6-AM 05-500 0998 0,2 3 93 -11 119 0,4 5 93 8 118 0,2 4 102 -8 94 0,1
HC 0,5-500 0,994 0,08 1 88 -5 107 11 3 86 4 101 0,6 4 96 -8 100 0,3
EMOR 0,5-500 0,999 0,02 2 91 -4 115 35 1 88 6 120 19 11 87 -5 116 0,8
NFNT 0,5-500 0,999 0,05 4 91 2 120 0,8 4 84 20 111 0,5 6 86 -3 94 0,2
N-DM-TRAM | 0,5-1500 1,000 0,3 8 63 -4 106 1,2 5 83 -16 79 0,5 4 92 7 101 0,3
NTRAM 0,5-1500 1,000 0,05 3 92 0.2 116 1,2 6 87 5 103 0,6 3 87 1 93 0,3
norBUP 05-500 0,998 5,0 4 91 -26 113 0,6 4 86 5 74 0,4 3 87 -13 89 0,2
FNT 05-500 0,999 0,04 3 90 -12 114 0,4 6 89 18 120 0,2 7 87 0 97 0,1
BUP 05-500 0,995 04 1 86 -31 115 0,3 8 87 2 114 0,2 2 84 -10 98 0,1
EDDP 05-500 0,999 0,08 15 44 -9 104 0,7 4 116 7 109 0,4 0 109 1 103 0,1
PP 0,5-500 0,999 150 2 79 -19 108 0,6 5 89 14 109 0,5 4 90 -1 99 0,2
SENT 0,5-500 0,997 0,06 3 89 -4 108 0,8 5 91 27 117 0,5 4 93 -3 98 0,2
MTHD 05-500 0997 0,1 6 79 -8 91 2,6 4 90 24 110 1,7 2 89 3 102 0,1

IGD - instrumentna granica detekcije, prec. — preciznost (SD), utjecaj matr. — utjecaj matrice, to¢n. — to¢nost, GK — granica kvantitativnog odredivanja
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Iz svih triju ispitivanih vodenih matrica postignuti su zadovoljavajuce visoki analiti¢ki povrati
ciljanih spojeva i to u rasponu od 79 % do 97 % iz neprocis¢ene otpadne vode, od 73 % do
116 % iz procisc¢ene otpadne vode te od 73 % do 102 % iz rije¢ne vode. Nesto nizi analiti¢ki
povrati iz neprocis¢ene otpadne vode odredeni su za dva spoja, EDDP (44 %) te tramadol
(63 %). Pri tom treba naglasiti da analiticki povrati odrazavaju ucinkovitost ekstrakcije, ali i
gubitke prilikom obrade ekstrakta, koji za neke analite mogu biti znacajni (EDDP).

Ukupni gubitci tijekom priprave uzoraka te supresija odziva zbog utjecaja matrice mogu
znacajno utjecati na promjene intenziteta signala te vanjsko umjeravanje nije optimalan nacin
za kvantitativnu evaluaciju kromatograma. Zbog toga je u razvijenom analitickom postupku
primijenjena metoda unutarnjeg standarda. U tu svrhu primijenjeno je 19 izotopno obiljezenih
surogata (Tablica 6) koji su uspje$no kompenzirali promjene odziva za pojedine analite. Treba
naglasiti da su izotopno obiljeZeni surogati dodani u uzorak prije analize te su prosli sve faze
postupka kao i analiti. Za analite za koje identi¢ni izotopno obiljeZeni standardi nisu bili
dostupni (normorfin, morfin-6-p-D-glukuronid, dihidromorfon, norkodein, O-demetil-cis-
tramadol, noroksikodon, etilmorfin i N-demetil-cis-tramadol) upotrijebljeni su deuterirani
surogati koji su odabrani na temelju slicnosti kemijskih struktura i vremena zadrZzavanja u
kromatografskoj koloni. Dodatan kriterij za odabir prikladnog izotopno obiljeZenog standarda
bila je sli¢nost analitickih povrata analita i1 surogata, utvrdena preliminarnim eksperimentom.
Kvantitativna analiza derivata morfina, odnosno normorfina i dihidromorfina, provedena je
upotrebom izotopno obiljezenog morfina, odnosno MOR-d®, medutim taj surogat nije bio
prikladan za kvantitativnu analizu etilmorfina. Umjesto MOR-d?, prikladnijim surogatom za
odredivanje etilmorfina pokazao se deuterirani norfentanil. Sli¢no je uoceno i za dva derivata
tramadola, pa je tako O-demetil-cis-tramadol kvantificiran primjenom deuteriranog
dihidrokodeina, dok je N-demetil-cis-tramadol kvantificiran pomocu izotopno obiljezenog
norfentanila.

Pravilnim odabirom odgovarajuc¢ih nadomjesnih izotopno obiljeZenih surogata omoguceno
je odredivanje opioidnih analgetika uz vrlo visoku to¢nost u svim ispitivanim matricama (od
80 % do 100 %). Iznimke su bile nize to¢nosti odredivanja norbuprenorfina u proc¢iséenoj
otpadnoj vodi (74 %), norkodeina u rije¢noj vodi (75 %) te O-demetil-cis-tramadola (155 %)

u neprociscenoj otpadnoj vodi.
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Preciznost razvijene metode bila je za preteziti dio ciljnih analita bolja od 10 % u svim
ispitivanim matricama, a iznimke su bili EDDP (15 % u neprocis¢enoj otpadnoj vodi) te M6G
(11 % u procis¢enoj otpadnoj vodi).

Validacija metode za odredivanje opioidnih analgetika u Cvrstoj frakciji otpadnih 1
prirodnih voda obuhvacala je iste pokazatelje kao i za uzorke voda (linearnost metode,
analiticki povrat ekstrakcije, utjecaj matrice i to¢nost), a posebna pozornost je posveéena
gubitcima tijekom obrade ekstrakta. Validacija je provedena prema protokolima prikazanim u
poglavlju 3.4., a rezultati su prikazani u Tablici 19.

Analiti¢ki povrati vec¢ine analita bili su u rasponu od 80 % do 110 % u sve tri ispitivane
matrice (aktivni mulj, suspendirana tvar, sediment). Nizi analitiCki povrati iz uzoraka
sedimenta odredeni su za nekoliko spojeva srodnih morfinu, ukljucuju¢i normorfin (26 %),
hidromorfon (47 %) te oksimorfon (62 %). Analiticki povrati gotovo svih analita iz
suspendirane frakcije otpadne vode te aktivnog mulja bili su oko 90 %, medutim, uo¢ena su i
neka odstupanja. Tako su analiticki povrati EDDP-a iz ¢vrste frakcije otpadnih i prirodnih
voda bili sustavno nizi: 52 %, 69 % te 87 %. Na temelju prethodnih iskustava, nizi povrati
EDDP-a pripisani su gubitcima tijekom obrade uzoraka, odnosno tijekom uparavanja
ekstrakta u bazicnom metanolu pri ¢emu se taj analit ¢vrsto adsorbira na staklene stijenke
epruvete. Stoga je velika pozornost posvecena tehnici uparavanja koja je detaljno opisana u
poglavlju 3.3.1.2. Za ostale analite gubitci su bili uglavnom manji od 20 %.

U suspendiranoj frakciji neprocis¢ene otpadne vode i1 aktivnog mulja zabiljezen je mnogo
veéi utjecaj matrice u odnosu na nezagadeni sediment. U uzorcima sedimenta, za dio
opioidnih analgetika zabiljezeno je povecanje kromatografskog signala (do 29 % za
dihidrokodein), dok je kod vecine analita prevladavala supresija signala (do 46 % za
buprenorfin). Zanimljivo je napomenuti da je za gotovo sve analite u ekstraktima Cvrste
frakcije aktivnog mulja uoceno povecanje intenziteta odziva dok je, nasuprot tome, u
ekstraktima suspendirane tvari neprocis¢ene otpadne vode detektirana izrazenija supresija.
Zabiljezeni utjecaj matrice znacajno je nizi u odnosu na literaturno dostupne podatke. Tako su
primjerice Baker i Kasprzyk-Hordern™ zabiljezili poveéanje intenziteta odziva signala do
69 % za kodein 1 normorfin, dok je izrazita supresija signala zabiljeZena za propoksifen (od
191 %), odnosno za N-demetil-cis-tramadol (300 %).

U svim je matricama Cvrste faze postignuta vrlo visoka to¢nost odredivanja, koja je, u

suspendiranoj frakciji neprocisé¢enih otpadnih voda bila u rasponu od 85 % za sufentanil do
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120 % za kodein. Visoka to¢nost osigurana je, prije svega, pazljivim odabirom najprikladnijih
izotopno obiljezenih referencijskih tvari. Naime, pokazalo se da u pojedinim slucajevima,
kada identi¢ni izotopno obiljeZeni surogati nisu bili dostupni, nije bilo moguce primijeniti iste
surogate koji su se pokazali prikladnim u analizi otopljene frakcije. Tako je, primjerice, za
kvantitativnu analizu O-demetil-cis-tramadola u otopljenoj frakciji pridruZzen izotopno
obiljezen dihidrokodein (DCOD-d®), dok je u partikulatnoj frakciji u tu svrhu upotrijebljen
deuterirani hidromorfon (HM-d®). Takvo ponasanje uoceno je i za drugi metabolit tramadola,
N-demetil-cis-tramadol, koji je u ¢vrstim uzorcima odreden primjenom izotopno obiljeZenog
norbuprenorfina (norBUP-d%), dok je u otopljenoj frakciji u tu svrhu primijenjivan surogat
norfentanila (NFNT-d°). Nadalje, za analizu etilmorfina u &vrstoj frakciji odabran je
deuterirani norhidrokodon (NHC-d®) umjesto deuteriranog norfentanila.

Validacijom razvijenih metoda je potvrdeno da analitiCke metode razvijene u ovom radu
dostizu ili premasuju svojstva najboljih do sada razvijenih analitickih metoda za odredivanje
opioida u vodenom okoligul’ te omogucavaju pouzdanu kvantitativnu multirezidualnu analizu
tragova vrlo velikog broja opioidnih analgetika u sloZzenim tipovima uzoraka iz vodenog

okolisa.

Petra Kostanjevecki Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 96

Tablica 19. Validacija metode za odredivanje opioidnih analgetika u ¢vrstoj frakciji otpadnih i prirodnih voda, GK - granica kvantitativnog

odredivanja. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Aktivni mulj Suspendirana tvar neprocis¢ene otpadne vode Sediment
. Analiticki | Gubitak Utjecaj Analiticki | Gubitak Utjecaj Analiticki | Gubitak Utjecaj
Analit Lineamost r2 povrat / obradom | matrice Totnost oK povrat / obradom | matrice Totnost oK povrat / obradom | matrice Totnost oK
/ngL? 1% /ngL? /% /ngL? | % /ngL?
% | % | % % | % | % % 1 % 1 %
norMOR 0,5-200 0,992 83 17 5 107 1,2 101 12 - 36 92 1,0 26 18 -33 72 11
DMOR 0,5-200 0,996 83 15 8 122 09 103 4 - 40 102 1,3 72 3 -9 115 1,0
MOR 0,5-200 0,996 84 15 6 119 0,3 112 -14 -32 101 0,4 62 10 -5 109 04
HM 0,5-500 0,997 85 31 10 91 0,9 103 24 -34 92 0,6 47 12 -12 96 08
norCOD 0,5-500 0,994 88 17 37 144 0,6 94 0 -41 113 05 99 13 -4 70 0,6
DCOD 0,5-500 0,995 89 12 24 106 05 111 9 -44 90 05 98 2 29 121 0,7
O-DM-TRAM | 05-500 0,999 89 17 41 118 0,5 102 7 -29 101 0,5 104 0 -8 98 0,6
COD 0,5-500 0,998 89 14 20 139 0,5 103 7 - 40 120 0,6 103 5 24 91 0,7
NOC 0,5-500 0,997 91 33 35 100 0,7 115 18 - 36 92 0,6 85 6 -1 126 1,7
oM 0,5-500 0,998 80 31 28 110 09 101 19 -33 101 1,2 62 10 -22 96 1,6
NHC 0,5-500 0,998 92 31 55 117 1,2 95 12 -34 101 1,1 77 20 -5 102 1,2
oC 0,5-500 0,996 85 30 32 120 14 101 12 -38 102 0,9 94 7 -12 94 1,7
HC 0,5-500 0,997 94 30 22 102 15 101 9 -43 95 13 82 5 18 120 0,9
EMOR 0,5-500 0,997 92 12 21 131 18 114 12 - 45 97 1,6 106 4 21 102 0,9
NFNT 0,5-500 0,996 88 18 34 110 13 111 8 -41 97 14 99 17 -5 104 1,2
TRAM 0,5-500 0,999 94 19 40 111 0,5 110 12 -32 106 0,4 104 19 -6 103 0,5
N-DM-TRAM | 0,5-500 0,998 86 17 34 113 05 111 14 -35 114 0,4 105 5 -14 114 0,3
norBUP 0,5-500 0,994 79 23 31 108 11 117 7 -51 94 0,3 98 18 -28 119 04
FNT 0,5-500 0,995 85 15 -12 82 0,9 101 17 -38 97 0,8 104 4 -2 127 0,7
BUP 0,5-500 0,993 78 12 -20 124 1,0 93 11 - 40 113 1,1 108 7 - 46 108 0,9
EDDP 0,5-500 0,998 52 41 25 111 05 87 52 -35 93 0,4 69 69 -12 94 05
PP 0,5-500 0,997 73 12 - 16 118 0,6 97 8 - 36 112 08 112 7 -2 105 0,7
SFENT 0,5-500 0,998 80 17 -9 94 0,4 118 14 -42 85 0,4 107 4 -8 91 0,3
MTHD 0,5-500 0,999 84 21 12 123 0,5 102 11 -34 94 0,4 99 4 -20 98 0,5
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4.2. Rasprostranjenost opioidnih analgetika i njihovih metabolita u
otpadnim i povrSinskim vodama

U okviru ovog rada istrazena je rasprostranjenost opioidnih analgetika i njihovih metabolita u
vodenom okoliSu s naglaskom na Sire podru¢je Grada Zagreba. Terenska istrazivanja
obuhvatila su detaljno proucavanje rasprostranjenosti i ponasanja opioidnih analgetika u
otpadnim vodama, koja su provedena u CUPOVZ-u tijekom cetiri godine. Isto tako
provedeno je sustavno jednogodi$nje istrazivanje rasprostranjenosti opioida u rijeci Savi i
njezinim pritocima na odsjecku izmedu slovenske granice i Siska. Dinamika i1 nacin

prikupljanja uzoraka otpadnih i povrSinskih voda opisani su u poglavljima 3.2.1. i 3.2.2.

4.2.1. Rasprostranjenost opioidnih analgetika i njihovih metabolita u otpadnim vodama
Grada Zagreba

Istrazivanje rasprostranjenosti 27 opioidnih analgetika i njihovih metabolita u nepro¢isé¢enim i
proc¢is¢enim komunalnim otpadnim vodama provedeno je u CUPOVZ-u od 2017. do 2020.
godine. Ucestalost odredivanja, koncentracijski rasponi, srednje vrijednosti te medijani
koncentracija istrazenih opioida odredenih u otopljenoj frakciji otpadnih voda prikazani su u
Tablici 20, dok su pojedinacni rezultati prikazani u Dodatku (Tablice 1-X).
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Tablica 20. Rasprostranjenost i koncentracije analiziranih opioida u otopljenoj frakciji uzoraka neprociséenih i pro¢is¢enih otpadnih voda
prikupljenih u Centralnom uredaju za procis¢avanje otpadnih voda Grada Zagreba (CUPOVZ) od 2017. do 2020. Popis kratica imena

analita nalazi se u Tablici 6.

Neprociséena otpadna voda 2017. — 2020. (n; = 107) Proc¢iSéena otpadna voda 2017. — 2020. (n; = 107)
Analit no If;)srg)%emrﬁ;lji_l? Srednja vrgeggost /IngL Medijan / ng Lt no l?e(ljs%%emrﬁgulikll Srednja vrlijreggost/ ng L Medijan / ng Lt

M3G 102 03-17 125+9 9,4 29 <0,2-6,0 19«1 1,3

norMOR 107 2,1-355 1407 14,1 102 <0,5-205 49+3 4,0

M6G 72 07-74 34+1 33 19 <0,4-5,8 19+1 1,4

DMOR 0 <1, <100 <1, 0 <0,6 <060 <0,6
MOR 107 24,1-177,6 102,8 + 38 101,1 107 6,4-91,2 32,1+19 28,1
oM 0 <0,3 <030 <0,3 0 <0,2 <0,2+0 <0,2
HM 0 <26 <260 <26 0 <17 <1,7+0 <17
norCOD 107 2,2-28,0 13,3+5 12,4 107 1,7-289 124+6 10,8
DCOD 0 <28 <280 <28 0 <15 <15%0 <15
O-DM-TRAM 107 124,4 - 983,8 620,2 +191 651,6 107 111,0 - 1304,5 650,2 + 211 675,3
COD 107 26,2 —387,6 164,3 +59 166,8 107 25,1-733,7 1116 +78 99,3
NOC 0 <25 <25%0 <25 0 <15 <15%0 <15
NHC 0 <11 <1,1%0 <11 0 <0,7 <0,7+0 <0,7
oC 0 <04 <040 <04 0 <0,2 <0,2%0 <0,2
6-AM 107 24-211 6,1+3 56 42 <0,2-31 16+0 15

HC 0 <11 <11%0 <11 0 <0,6 <060 <0,6
EMOR 0 <35 <35%0 <35 0 <19 <19+0 <19
NFENT 0 <0,8 <080 <0,8 0 <05 <05+0 <05
TRAM 107 282,0 — 2059,9 819,3 + 337 770,3 107 283,0-2337,5 752,0 £ 322 706,1
N-DM-TRAM 107 57,3-373,8 195,0 + 60 197,3 107 52,7 4754 205,172 210,5
norBUP 0 <0,6 <060 <0,6 0 <04 <04+0 <04
FNT 0 <04 <040 <04 0 <0,2 <0,2%0 <0,2
BUP 96 <0,3-22,4 65+3 58 90 <0,2-111 38+2 3,6

EDDP 107 67,0-188,3 126,0 + 31 130,5 107 45,3 - 186,7 117,132 112,2
PP 0 <0,6 <060 <0,6 0 <05 <050 <05
SFENT 0 <0,8 <080 <0,8 0 <05 <05%0 <05
MTHD 107 29,6 —107,0 64,0+ 17 66,5 107 20,3-84,9 51,1+13 49,6

n1 — broj analiziranih uzoraka; n2— broj uzoraka u kojima je odredena mjerljiva koncentracija pojedinog analita
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Za 13 analita mjerljiva koncentracija odredena je u barem jednom uzorku neprociséenih
otpadnih voda, dok je koncentracija preostalih 14 analita bila ispod granice kvantitativnog
odredivanja u svih 107 analiziranih uzoraka. Opioidni spojevi koji nisu bili detektabilni u
neproCiS¢enim otpadnim vodama ukljucivali su dihidromorfin, oksimorfon, hidromorfon,
dihidrokodein, noroksikodon, norhidrokodon, oksikodon, hidrokodon, etilmorfin, norfentanil,
norbuprenorfin, fentanil, propoksifen i sufentanil sto vjerojatno ukazuje na nisku prevalenciju
njihove upotrebe u Zagrebu. Takvo je =zapazanje u skladu s veéinom prethodnih
istrazivanja*»?'% no treba ukazati da su relativno visoke koncentracije dihidrokodeina
(330 ng LY)*, hidromorfona (42 ng L)* i hidrokodona (70 ng L™)* nadene u pojedinim
otpadnim vodama u SAD-u i Njemackoj.

lako je u analiziranim otpadnim vodama u mijerljivim koncentracijama detektirano 13
opioidnih analgetika i njihovih metabolita, treba naglastiti da ti detektirani spojevi
najvjerojatnije potjecu od manjeg broja izvornih opioida, koji se kod nas najcesce
upotrebljavaju, ukljucujuci morfin, kodein, tramadol, buprenorfin i metadon.

Svi prikupljeni uzorci neproc¢isc¢enih otpadnih voda sadrzavali su mjerljive koncentracije
10 analita, ukljuéuju¢i normorfin, morfin, norkodein, kodein, 6-acetilmorfin, metadon, EDDP,
tramadol, O- i N-demetil-cis-tramadol, dok je u vecini uzoraka odreden i buprenorfin (89 %),
morfin-3-B-D-glukuronid (96 %) te morfin-6-B-D-glukuronid (66 %). Najvise masene
koncentracije odredene su za tramadol (y = 2,1 pg L) i njegove metabolite, O-demetil-cis-
tramadol (y = 984 ng L) i N-demetil-cis-tramadol (y = 374 ng L). Prosje¢ne koncentracije
ostalih detektiranih opioidnih spojeva, uklju¢ujuéi morfin (y = 103 + 38 ng L), kodein
(y = 164 + 59 ng L), normorfin (y = 14 + 7 ng L), 6-acetilmorfin, (y = 6,1 = 3 ng L?) i
buprenorfin (y = 6,5 + 3 ng L), bile su znatno nize. Iako se u literaturi moze na¢i malo
primjera sveobuhvatne analize opioidnih spojeva u otpadnoj vodi'’, pregled rezultata iz
razli¢itih istrazivanja®318.21404143 ykazuje da se u komunalnim otpadnim vodama mogu
ocekivati sli¢ni odnosi koncentracija pojedinih opioida 1 njihovih metabolita.

Srazmjerno povisene koncentracije tramadola i njegovih metabolita u skladu su s
podatcima Hrvatske agencije za lijekove i medicinske proizvode (HALMED) prema kojima je
tramadol medu najées¢e primjenjivanim opioidnim analgeticima u Hrvatskoj*®®, kao i s
dostupnim literaturnim podatcima podatcima o rasprostranjenosti tramadola i drugih opioida u
komunalnim otpadnim vodamal’#34447 Medutim, treba naglasiti da je koncentracija lijeka u

otpadnoj vodi rezultat kombinacije viSe ¢imbenika, pri ¢emu, osim stope potro$nje izraZene
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brojem definiranih dnevnih doza na 1 000 stanovnika na dan (DDD / 1 000 stanovnika / dan),
na rezultat utjece i veli¢ina DDD-a. Naime, ovisno o lijeku, velicine DDD-a pojedinih
aktivnih tvari medusobno se mogu visestruko razlikovati (Tablica 2). Osim toga, vazno je
istaknuti da, kod lijekova s razli¢itom bioraspolozivos¢u, DDD moze varirati ovisno o putu
primjene (npr. oralno, intravenozno ili subligvalno), a kona¢na koncentracija u otpadnoj vodi
ovisi 1 o metaboli¢kim putevima svakog pojedinog lijeka te njegovoj stabilnosti i fizikalno-
kemijskom ponasanju nakon uno$enja u otpadnu vodu.

Kombinacija gore navedenih ¢imbenika moze objasniti nepodudarnosti izmedu stvarno
izmjerenih koncentracija i koncentracija o¢ekivanih na temelju stope potros$nje izrazene kao
broj DDD / 1 000 stanovnika / dan prema podatcima HALMED-a. Tako je, na primjer, stopa
potro$nje fentanila izrazena u broju DDD / 1 000 stanovnika / dan bila samo od 3 do 4 puta
niza od stope potros$nje tramadola, ali je koncentracija fentanila u svim prikupljenim uzorcima
otpadne vode bila niza od granice odredivanja. To se velikim dijelom moze objasniti 250 do
500 puta manjom velicinom DDD-a fentanila u odnosu na tramadol. Nadalje, treba
napomenuti da je udio metabolita tramadola u ukupnoj koncentracija tramadola i njegovih
derivata vrlo visok (50 + 43 %), $to znatno utjeCe na vjerojatnost njihove detekcije. Visok
postotak (66 + 44 %) metabolicke transformacije u prevladavajuc¢i metabolit (EDDP) utvrden
je i za metadon. Takvi primjeri jasno ukazuju na nuznost ukljuc¢ivanja metabolita opioida u
sveobuhvatnu procjenu okolignog rizika vezanog uz primjenu opioida®.

U kontekstu procjene prevalencije upotrebe pojedinih opioida sa slicnom terapijskom
primjenom, zanimljivo je usporediti koncentracije metadona i buprenorfina, koji se uglavnom
upotrebljavaju u nadomjesnoj terapiji ovisnika o opijatima. Ukupna prosje¢na koncentracija
metadona i njegovog metabolita EDDP-a (oko 190 ng L) bila je znatno visa nego
koncentracija buprenorfina i njegovog glavnog metabolita (y = 6,5 ng L) $to je u skladu sa
znatno viSom stopom potros$nje i veli¢inom DDD-a za metadon u odnosu na buprenorfin
(Tablica 2). Prema dostupnim literaturnim podatcima ovakav odnos nije karakteristiCan samo
za Hrvatsku. Primjerice, u ¢eskim otpadnim vodama su koncentracije buprenorfina bile ispod
granice odredivanja**, dok su Skees i suradnici* izmjerili 14 ng L u SAD-u, a Baker i
suradnicil’ 33 ng L™ u UK-u. U istim istrazivanjima izmjerene koncentracije metadona bile su
znatno vise (y = 16 ng L%, 36 ng L%, 88 ng L1417 §to potvrduje prethodnu konstataciju.

Mijerljive koncentracije opioida detektirane su i u procis¢enim otpadnim vodama Grada

Zagreba (Tablica 20), pri ¢emu su, ocekivano, dominirali isti opioidni spojevi koji su
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detektirani u nepro¢i$éenim otpadnim vodama. Morfin (y = od 6,4 ng L™ do 91 ng L),
norkodein (y = od 1,7 ng L™t do 29 ng L), kodein (y = od 25 ng L do 734 ng L), tramadol
(y = od 283 ng L* do 2 338 ng L), O-demetil-cis-tramadol (y = od 111 ng L* do
1 305 ng L), N-demetil-cis-tramadol (y = od 53 ng L™ do 475 ng L), EDDP (y = od
45 ng L do 187 ng L) i metadon (y = od 20 ng L do 85 ng L) bili su mjerljivi u svim
uzorcima, dok je 6-acetilmorfin detektiran u 39 % uzoraka. Neki od uzoraka sadrzavali su i
niske koncentracije morfin-3-p-D-glukuronida (y = od < 0,2 ng L™ do 6 ng L™*), normorfina
(y = od < 0,5 ng L* do 21 ng L™), morfin-6-p-D-glukuronida (y = od < 0,4 ng L™ do
5,8 ng L), 6-acetilmorfina (y = od < 0,2 ng L™ do 3,1 ng L) i buprenorfina (y = od < 0,2
ng Ldo11ngL?).

Kao i u neprociséenim otpadnim vodama, najvise prosje¢ne masene koncentracije u
sekundarnom efluentu zabiljeZene su za tramadol (y = 752 + 322 ng L) te njegove metabolite
O-demetil-cis-tramadol (y = 650 + 211 ng L) i N-demetil-cis-tramadol (y = 205 + 72 ng L%).
Sli¢ne koncentracije tramadola i njegovih metabolita odredene su u proc¢iséenim otpadnim
vodama i u drugim zemljama**44+47. Tako su npr. Hummel i suradnici*’ odredili koncentraciju
tramadola od 610 ng L, dok su Baker i suradnici® izvijestili o 739 ng L* tramadola i
433 ng L N-demetil-cis-tramadola. Relativno visoke prosje¢ne masene koncentracije u
pro¢is¢enim otpadnim vodama odredene su i za EDDP (y = 117 + 32 ng L), metadon
(y =51 + 13 ng L), kodein (y = 112 + 78 ng L) te morfin (y = 32 + 19 ng LY), sto indicira
kako njihov unos u prirodne vode moze biti znac¢ajan. Koncentracije opioida u pro¢is¢enim
otpadnim vodama Grada Zagreba za veéinu analita su bile vrlo sli¢ne vrijednostima u
literaturi®*12:3%414243 73 maniji broj opioida (kodein, buprenorfin, oksikodon, morfin i EDDP)
koncentracije su bile niZe od dostupnih literaturnih podataka®*7214,

Dodatno pracenje opioida u otpadnim vodama provedeno je u okviru prostorno
sveobuhvatnijeg istrazivanja koje je imalo za cilj procjenu unosa opioida u rijeku Savu.
Istrazivanje je obuhvatilo analizu uzoraka s nekoliko najvaznijih ispusta uredaja za
prociS¢avanje otpadnih voda u Sloveniji 1 Hrvatskoj pri ¢emu su obuhvaceni uredaji s
razli¢itim stupnjevima procis¢avanja otpadnih voda. Rezultati odredeni 2017. i 2018. godine
nalaze se u Tablici 21 u kojoj su prikazani samo opioidi s visokom ucestalos¢u detekcije,

ukljucujuci derivate morfina, kodeina, tramadola, buprenorfina i metadona.
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Tablica 21. Koncentracijski rasponi, srednje vrijednost i medijani mjerljivih koncentracija opioidnih analgetika u uredajima za procis¢avanje otpadnih
voda (UPOV1 — Ljubljana), (UPOV2 — Domzale-Kamnik), (UPOV3 — Novo Mesto), (UPOV4 — Zapresi¢), (UPOVS5 — Zagreb), (UPOV6 — Velika

Gorica), od svibnja 2017. do studenoga 2018. godine; n = broj uzoraka, Med. — medijan. Popis imena kratica analita nalazi se u Tablici 6.

Analit UPOV1, n=2 | UPOV2,n=2 | UPOV3,n=2 | UPOV4,n=9 | UPOV5,n=10 | UPOV6,n=10
Raspon/ng Lt <0,2 <0,2 <0,2 <0,2-0,7 <0,2-13,0 0,8-55
M3G SV+SD/nglL? <0,2+0 <0,2+0 <0,2+0 0,7+1 13,0+ 13 29+2
Med. / ng L* [Frekvencija %] <0,2[0] <0,2[0] <0,2[0] 0,7 [11] 13[10] 2,5[30]
Raspon /ng Lt <05-23 75-139 <05 <0,5-36,5 08-78 27,2-120,3
norMOR SV+SD/ngLt! 23+2 10,75 <05%0 239+9 36+3 70,2 £25
Med. / ng L* [Frekvencija %] 2,3[50] 10,7 [100] <0,5[0] 24,1 [67] 3,1[100] 64,8 [100]
Raspon /ng L! 32,8-41,6 95,9 —148,7 32-85 325-672,1 8,7-855 216,7 —653,2
MOR SV+SD/ngL? 372+6 122,3+37 59+4 260,1 + 232 30,9 £23 370,1 +119
Med. / ng L [Frekvencija %] 37,2 [100] 122,3[100] 5,9 [100] 192,1 [100] 24,1 [100] 344,9 [100]
Raspon /ng L <11 <11 <11 <11 <11-154 <11
norCOD SV+SD/ngL?t <11+0 <11+0 <11+0 <11+0 13,7+24 <11+0
Med. / ng L [Frekvencija. %] <1,1][0] <1,1][0] <11]0] <11]0] 13,7 [20] <11[0]
Raspon /ng Lt 691,6 — 922,4 524,7 -528,9 1196,4 — 1247,2 316,9 — 2168,2 401,7-971,0 1728,4 — 2435,9
O-DM-TRAM SV+SD/ngL?t 807,0 + 163 526,8+3 1221,8 + 36 873,6 £ 575 710,3 + 208 2055,3 + 268
Med. / ng L* [Frekvencija %] 807,0 [100] 526,8 [100] 1221,8 [100] 740,0 [100] 806,1 [100] 2044,9 [100]
Raspon /ng L! 35,5-38,6 47,5-69,2 8,7-129 43,9-434,0 57,2-1713 509,5 — 895,1
COD SV+SD/ngLt! 37,1+£2 58,4 +15 108+3 270,3 + 150 109,5 + 41 729,6 + 130
Med. / ng L* [Frekvencija. %] 37,1 [100] 58,4 [100] 10,8 [100] 260,3 [100] 121,6 [100] 734,0 [100]
Raspon /ng L* 633,3-700,8 477,5-502,3 996,3 — 1090,8 397,3 -28641,3 404,1 - 5316,3 1288,0 — 1868,4
TRAM SV+SD/ngLt 667,1 + 48 489,9 + 18 1043,6 + 67 6007,6 + 10102 1214,8 + 1476,3 1501,5 + 163
Med. / ng Lt [Frekvencija. %] 667,1 [100] 489,9 [100] 1043,6 [100] 1395,6 [100] 691,6 [100] 1460,2 [100]
Raspon /ng L* 209,6 —213,2 263,8 —427,4 230,2 - 309,1 24,0-462,9 87,5-359,9 220,7 -520,9
N-DM-TRAM SV+SD/ngL*t 2114 +3 3456 + 116 269,7 + 56 161,9 + 138 206,4 + 77 358,8 + 92
Med. / ng L [Frekvencija %] 211,4 [100] 345,6 [100] 269,7 [100] 126,4 [100] 208,4 [100] 365,0 [100]
Raspon/ng L 11-25 22-34 05-0,8 <0,2-20,3 <0,2-57 1,7-115
BUP SV+SD/ngL?t 18+1 28+1 0,7+0,2 1386 301 6,4+3
Med. / ng L* [Frekvencija %] 1,8 [100] 2,8 [100] 0,7 [100] 13,5 [33] 2,9[80] 6,2 [100]
Raspon /ng L! 105,1-112,6 40-68,5 45,0-57,3 38,4-169,3 78,9 - 166,9 135,6 —489,5
EDDP SV+SD/nglL? 108,9 +5 54,3+ 20 51,2+9 91,5+52 126,5 + 27 268,0 + 93
Med. / ng L* [Frekvencija %] 108,9 54,3 [100] 51,2 [100] 65,8 [100] 132,4 [100] 264,6 [100]
Raspon/ng Lt 36,5-40,4 5,6-14,3 31,9-333 16,9 — 106,5 239-794 51,6 —142,5
MTHD SV+SD/nglLt 385+3 106 3261 46,7 £ 29 56,6 + 19 76,3 +28
Med. / ng L [Frekvencija %] 38,5 [100] 10 [100] 32,6 [100] 48,6 [100] 62,5 [100] 71,4 [100]
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Odnosi koncentracija pojedinih metabolita su sliéni onima koji su opisani za otpadne vode
Grada Zagreba (Tablica 20). Medutim, treba napomenuti da su u efluentima Grada Zapresica
(UPOV 4), koji su prosli samo mehani¢ku obradu, povremeno odredene iznimno visoke
koncentracije tramadola (do 28,6 pg L; Tablica 21 i Tablica XXIV u Dodatku). Takve su
koncentracije preko deset puta viSe od uobiCajenih te se teSko mogu objasniti terapijskom
primjenom. Osim toga, te ekstremno visoke koncentracije tramadola nisu koincidirale s
oc¢ekivanim proporcionalnim povisenjem koncentracija njegovih metabolita. Upravo suprotno,
koncentracije metabolita tramadola u tim efluentima bile su sli¢nog reda veli¢ine kao i u
ostalim komunalnim otpadnim vodama, tako da je anomalno poviSena razina tramadola U
pojedinim uzorcima s ovog UPOV-a ukazala na mogu¢nost postojanja njegovog dodatnog
(neterapijskog) izvora na toj lokaciji. Takva situacija moze se vjerojatno objasniti ¢injenicom
da UPOV Zapresi¢, osim komunalnih otpadnih voda, prima i otpadne vode podrijetlom iz
farmaceutske industrije.

Treba napomenuti da se svi gore prikazani podatci o rasprostranjenosti opioida u otpadnim
vodama odnose na njihovu otopljenu frakciju jer su suspendirane cestice izdvojene
filtriranjem uzoraka prije ekstrakcije. Za potpunu procjenu ukupne koncentracije u uzorcima
potrebno je odrediti i njihov postotak koji je vezan na suspendirane Cestice, posebno za
neproCiS¢ene otpadne vode te za uzorke iz aeracijskog bazena koji sadrze visoku
koncentraciju suspendirane tvari (>3 g L™?).

Rezultati analiza opioida u suspendiranoj tvari izraZeni u ng g suhe tvari prikazani su u
Tablici 22. Radi lakSe usporedbe s koncentracijama u otopljenoj frakciji, ti su rezultati

izrazeni i u jedinicama ng L™ (Tablica X1 u Dodatku).
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Tablica 22. Maseni udjeli (ng g*) analiziranih opioidnih analgetika u &vrstoj frakciji uzoraka neproéiséenih otpadnih voda (n = 24) i
aktivnog mulja (n = 3) prikupljenih na Centralnom uredaju za proc¢iséavanje otpadnih voda Grada Zagreba. Popis kratica imena analita

nalazi se u Tablici 6.

Suspendirana tvar neprodiS¢ene otpadne vode (n = 24) Aktivni mulj (n =3) |
Analit Pojavnost RSZE’;Q /mnag,egr?{h Srednja vrgeggost Ingg? Medijan /ng g | Pojavnost Rjg?;g /mnags Zr_]{h Srednja vrgeglgost Ingg? Medijan / ng g*
M3G 0 <GK <GK+0 <GK 0 <GK <GK+0 <GK
norMOR 0 <GK <GK=+0 <GK 0 < GK <GK=+0 < GK
M6G 0 < GK <GK=z*0 < GK 0 < GK <GKz%0 < GK
DMOR 0 <GK <GK+0 <GK 0 <GK <GK+0 <GK
MOR 0 < GK <GK=z*0 < GK 0 < GK <GKz%0 < GK
oM 0 <GK <GK+0 <GK 0 <GK <GK+0 <GK
HM 0 < GK <GK=z*0 < GK 0 < GK <GKz%0 < GK
norCOD 0 <GK <GK=z*0 <GK 0 <GK <GK=z*0 <GK
DCOD 0 <GK <GK=z*0 <GK 0 < GK <GKz%0 < GK
O-DM-TRAM 24 8,3-58,4 31,8+15 28,9 3 15,7-211 18,7+ 3 19,4
COD 24 5,7-38,9 159+9 14,1 2 <GK-13,2 76+7 9,5
NOC 0 <GK <GK=*0 <GK 0 <GK <GK=*0 <GK
NHC 0 <GK <GK=z*0 <GK 0 <GK <GK=z*0 <GK
ocC 0 <GK <GK=*0 <GK 0 <GK <GK=*0 <GK
6-AM 0 <GK <GK=z0 < GK 0 < GK <GK=z%0 < GK
HC 0 <GK <GK=*0 <GK 0 <GK <GK=*0 <GK
EMOR 0 <GK <GK=z*0 <GK 0 <GK <GK=z*0 <GK
NFNT 0 <GK <GK=z*0 <GK 0 <GK <GK=z*0 <GK
TRAM 24 15,9-77,2 37,3116 36,8 3 47,5-101,2 80,4 £29 92,4
N-DM-TRAM 24 93-735 21,0+14 17,6 3 15,0-17,0 16,1+1 16,3
norBUP 0 <GK <GK=z*0 <GK 0 <GK <GK=z*0 <GK
FNT 0 <GK <GK=z*0 <GK 0 <GK <GK=z*0 <GK
BUP 0 <GK <GK=+*0 <GK 0 <GK <GK=*0 <GK
EDDP 24 1,1-439 16,1+ 10 15,1 3 45,0 - 55,2 50,15 50,0
PP 0 <GK <GK=z*0 < GK 0 < GK <GK=z*0 < GK
SENT 0 <GK <GK=+*0 <GK 0 <GK <GK=*0 <GK
MTHD 24 6,2 -50,3 233+9 22,9 3 33,7-75,6 48,8 + 23 37,0

GK - granica kvantitativnog odredivanja metode
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Kao $to se vidi, broj analita koji su detektirani u mjerljivim masenim udjelima bio je znatno
manji nego u otopljenoj frakciji (Tablica 20, Tablica VV u Dodatku), a koncentracije (Tablica
XI u Dodatku) mnogo nize. Opcenito se moze zakljuCiti da je doprinos masenih udjela
opioida u ¢vrstoj fazi neprociséene otpadne vode njihovoj ukupnoj koncentraciji u vodi za sve
istrazivane opioide nizak (< 5 %).

Maseni udjeli opioida u suspendiranoj fazi neprocis¢ene otpadne vode bili su kako slijedi:
O-demetil-cis-tramadol (w = od 8,3 ng g* do 58,4 ng g?), kodein (w = od 5,7 ng g* do
38,9 ng g1), tramadol (w = od 15,9 ng g* do 77,2 ng g'), N-demetil-cis-tramadol (w = od
9,3 ng gt do 73,5 ng gt), EDDP (W = od 1,1 ng g* do 43,9 ng g!) te metadon (w = od
6,2 ng g* do 50,3 ng g1). Maseni udjeli metadona odredeni u ovom istrazivanju vrlo su sli¢ni
onima koje su odredili Baker i suradnici’* (w = od 19,4 ng g* do 57,6 ng g%).

Zbog vise koncentracije suspendirane tvari u uzorcima iz aeracijskog bazena (oko
3 g LY, utim se uzorcima oéekuje znadajniji postotni udio opioida &vrstoj fazi. Mjerljivi
maseni udjeli u analiziranom aktivnom mulju zabiljezeni su za ukupno 5 opioidnih analgetika.
Najnizi raspon udjela odreden je za kodein (od < GK do 13 ng g*). Maseni udjeli O-demetil-
cis-tramadola bili su u rasponu od 16 ng g* do 21 ng g?, a N-demetil-cis-tramadola od
15 ng g* do 17 ng g*. U usporedbi s nepro¢iséenom otpadnom vodom, u &vrstoj frakciji
aktivnog mulja zabiljezene su znatno visi maseni udjeli tramadola (w = od 48 ng g do
101 ng g*), metadona (w = od 34 ng g* do 76 ng g') i EDDP-a (w = od 45 ng g do
55 ng gd).

Budu¢i da je koncentracija suspendirane tvari u bioloski procis¢enoj otpadnoj vodi
uglavnom vrlo niska (< 5 mg L), moze se procijeniti da se ti spojevi unose u prirodne vode

gotovo u potpunosti u otopljenom obliku.

4.2.2. UCcinkovitost uklanjanja opioidnih analgetika i njihovih metabolita u uredaju za
prociscavanje otpadnih voda s aktivnim muljem

Ucinkovitost uklanjanja antropogenih spojeva, ukljucujuéi i opioide, jedan je od klju¢nih
pokazatelja za procjenu njihovih emisija u prirodne vode te, sukladno tome, i za procjenu
okolisnog rizika. Ucinkovitost uklanjanja istrazivanih opioida U uredaju za procis¢avanje
otpadnih voda Grada Zagreba sustavno je pracena u cetverogodisnjem razdoblju, a sumarni

rezultati su prikazani u Tablici 23. Treba napomenuti da je ucinkovitost uklanjanja bilo
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moguée pouzdano odrediti samo za opioidne spojeve koji su se sustavno pojavljivali u

mjerljivim koncentracijama.

Tablica 23. Rasponi i prosje¢na uc¢inkovitost uklanjanja opioidnih analgetika u Centralnom
uredaju za prociscavanje otpadnih voda Grada Zagreba od 2017. do 2020. godine, n = 107.
Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Ucinkovitost uklanjanja / %
Analit Raspon Srednja vrijednost + SD
M3G 31-100 94 + 13
norMOR -39-94 60 + 26
M6G -55-100 87+ 22
MOR 22 -93 68 + 18
norCOD 105-65 2+37
O-DM-TRAM 124 — 28 -7+18
COD 79-80 35+24
6-AM 31-100 89+ 16
TRAM -132 -55 6+22
N-DM-TRAM - 144 — 45 -9+29
BUP -221-100 40 £ 45
EDDP -39-49 7%16
MTHD -41-53 19+18

Pokazalo se da postoje velike razlike u stupnju uklanjanja pojedinih opioidnih spojeva.
Najucinkovitije uklanjanje postignuto je za 6-acetilmorfin (89 + 16 %), morfin-3-B-D-
glukuronid (94 + 13 %) te morfin-6-B-D-glukuronid (87 £ 22 %), §to je uglavnom u skladu s
o¢ekivanjima i s dostupnim literaturnim podatcima. Castiglioni i suradnici'® zabiljezili su
potpuno uklanjanje 6-acetilmorfina na dva konvencionalna uredaja za procis¢avanje otpadnih
voda u Italiji, dok su Postigo i suradnici® izvijestili 0 njegovom 88 %-tnom uklanjanju.
Medutim, na nekim je uredajima zabiljezen i puno nizi (23 %)?* pa ¢ak i negativan? stupanj
uklanjanja tog spoja, odnosno njegova veca koncentracija u pro¢iséenoj otpadnoj vodi u
odnosu na nepro¢iséenu. Takav rezultat nije u skladu s modelnim pokusima®® te takve

izvjesStaje treba smatrati nedovoljno pouzdanim. U literaturi se, naime pojavljuju zakljucci
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koji su temeljeni na malom broju opazanja pri c¢emu do veceg izrazaja dolaze pogreske kod
uzorkovanja, slozena dinamika dotoka istrazivanih tvari na sam uredaj i poremecaji u radu
bioloskog dijela uredaja. To potvrduju i rezultati u Tablici 23. Naime, ako se gledaju samo
rasponi uc¢inkovitosti uklanjanja, onda za sve opioide postoji velika varijabilnost. Medutim,
dugi nizovi opazanja osiguravaju mnogo pouzdaniju procjenu stupnja u¢inkovitosti na temelju
srednje vrijednosti, koja dobro odrazava razlike u otpornosti pojedinih opioida na biolosku
razgradnju.

Stupanj uklanjanja normorfina (60 £ 26 %) i morfina (68 + 18 %), zapravo pokazuje da se
znacajan udio morfina ne uspijeva ukloniti. Taj je rezultat u skladu s istrazivanjem Gonzalez-
Marifio i suradnika!?2. Medutim, treba napomenuti da je analiza stupnja uklanjanja morfina
tijekom bioloske obrade sloZzen proces budu¢i da istovremeno ukljucuje njegovu biolosku
transformaciju i nastajanje razgradnjom morfin-glukuronida. Potpuna analiza mora ukljuéiti
razmatranje ukupne bilance svih morfinskih spojeva, pri ¢emu treba za osnovu uzeti njihove
molarne koncentracije. Ucinkovitost uklanjanja buprenorfina (40 + 45 %), kodeina (35 %
24 %) i metadona (19 £ 18 %) bila je izrazito varijabilna, ali moze se opcenito re¢i da je
njihov stupanj uklanjanja vrlo nizak. Najnizi stupnjevi uklanjanja odredeni su za EDDP (7
16 %), tramadol (6 £ 22 %), O-demetil-cis-tramadol (- 7 + 18 %) te N-demetil-cis-tramadol
(- 9 % + 29 %), $to je u skladu s literaturnim podatcima za te spojevel”!°. Treba napomenuti
da su neki izracuni pokazali ¢ak i negativni prosjecni stupanj uklanjanja, Sto bi znacilo da
tijekom procis¢avanja otpadnih voda nastaje vise nekog opioidnog spoja nego $to se uspije
razgraditi. Medutim, za sada nisu poznati prekursori koji bi objasnili negativne eliminacije za
derivate tramadola. Buduc¢i da se radi o vrlo malim negativnim postotcima, takav ishod moze
se najvjerojatnije pripisati nesavrSenosti sinkronog uzorkovanja neprociS¢ene i prociSéene
otpadne vode.

Treba istaknuti da je stupanj uklanjanja pojedinih tvari u uredaju za procis¢avanje
otpadnih voda rezultat nekoliko paralelnith mehanizama, ukljucujuc¢i abioticku 1 bioticku
razgradnju te njihovu adsorpciju na mulj. Za procjenu doprinosa fizikalno-kemijskih procesa
na ucinkovitost uklanjanja pojedinih tvari, vazno je poznavati njihovu raspodjelu izmedu
tekuce i ¢vrste frakcije otpadne vode u svim fazama postupka obrade. U skladu s tim, u okviru
ove disertacije proucena je raspodjela istrazivanih opioida izmedu otopljene 1 suspendirane
frakcije otpadne vode pri ¢emu je raspodjela promatrana za dvije faze obrade: neproc¢is¢enu

otpadnu vodu i suspendirani aktivni mulj iz aeracijskog bazena. Da bi se procijenila relativna
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sklonost vezanja istrazivanih opioidnih spojeva na ¢vrstu fazu otpadnih voda, u modelnim
pokusima (poglavlje 3.7.) odredeni su njihovi raspodjelni koeficijenti izmedu aktivnog mulja i
otpadne vode. Rezultati su prikazani u Tablici 24. Kao $to se vidi, raspodjelni koeficijenti Kg
opioidnih spojeva varirali su u §irokom rasponu, od 21 L kg za O-demetil-cis-tramadol do
1 113 L kg za fentanil. Znacajnija sorpcija na aktivni mulj moze se ocekivati za opioide s
vrijedno$éu K¢ > 100 L kg2, $to ukljucuje veéinu najlipofilnijih opioida (norBUP, FNT, BUP,
EDDP, PP, SFNT, MTHD, COD i EMOR).

Tablica 24. Koeficijenti raspodjele opioidnih analgetika izmedu otopljene i Cvrste frakcije
aktivnog mulja podrijetlom s Centralnog uredaja za procis¢avanje otpadnih voda Grada

Zagreba. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Spoj Kad aktivan mulj / L kg*
norMOR 285
DMOR 92
MOR 68
oM 33
HM 46
norCOD 47
DCOD 58
O-DM-TRAM 21
COD 114
NOC 34
NHC 43
ocC 38
HC 56
EMOR 115
NFNT 65
TRAM 64
N-DM-TRAM 37
norBUP 280
FNT 1113
BUP 746
EDDP 240
PP 677
SENT 719
MTHD 230

Na Slici 19 prikazani su rezultati odredivanja relativnog udjela opioida u suspendiranoj

frakciji neprocCiS¢ene otpadne vode i suspenziji aktivnog mulja u aeracijskom bazenu.
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Procjena je nacinjena samo za one analite koji su bili mjerljivi i u otopljenoj i u Cvrstoj

frakciji.
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Slika 19. Postotni udjeli opioidnih analgetika vezanih na suspendiranu frakciju nepro¢is¢enih
otpadnih voda (n = 24) i aktivnhog mulja (n = 3) podrijetlom s Centralnog uredaja za

procisc¢avanje otpadnih voda Grada Zagreba

Iz podataka prikazanih na Slici 19 moze se uociti da su postotni udjeli opioidnih analgetika
adsorbiranih na Cesticama aktivnog mulja bili visestruko visi od odgovaraju¢ih udjela na
Cesticama neprocCis¢enih otpadnih voda, §to je veéim dijelom posljedica viSestruko vise
koncentracije suspendiranih &estica u aktivnom mulju (od 3 g L* do 4 g L) nego u
nepro¢iséenoj otpadnoj vodi (od 0,15 g L™ do 0,20 g L™?). Pri tome je ¢ak 71 + 3 % EDDP-a i
81 + 1 % metadona u aeracijskom bazenu bilo vezano na Cestice aktivnog mulja. Postotni
udio adsorbiranog tramadola (31 + 0,3 %) i njegovih metabolita, O-demetil-cis-tramadola (8,6
* 0,1 %) i N-demetil-cis-tramadola (19 + 0,4 %), na ¢vrstoj fazi mulja u aeracijskom bazenu
bio je visestruko nizi. To je u skladu s visestruko nizim vrijednostima Kq tramadola i njegovih
derivata u usporedbi s lipofilnijim opioidima poput metadona (Tablica 24).

Premda na temelju primijenjene strategije uzorkovanja nije moguce kvantitativno odrediti
pojedina¢ne doprinose procesa razgradnje / transformacije i sorpcije u ukupnoj eliminaciji
istrazivanih spojeva, grubo se moze procijeniti da eliminacija metadona i EDDP-a zbog
adsorpcije na suspendirane Cestice neprociS¢ene otpadne vode moze doseci i do 10 %, dok je
taj mehanizam uklanjanja za hidrofilnije sastojke poput tramadola gotovo zanemarljiv.

Srazmjerno visoke vrijednosti Kq najlipofilnijih opioida (fentanila, buprenorfina, propoksifena
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I sufentanila), ukazuju da bi u eliminaciji tih spojeva sorpcijski procesi potencijalno mogli
imati vaznu ulogu, posebno ako se uzme u obzir njihova moguca otpornost na biolosku
razgradnju. Sli¢ni mehanizmi mogli bi utjecati i na sudbinu tih spojeva u vodenom okolisu.
Medutim, s obzirom da je koncentracija tih spojeva u svim prikupljenim uzorcima bila niza
od granice odredivanja metode ili je bila mjerljiva samo u otopljenoj frakciji, tu pretpostavku

nije bilo moguce eksperimentalno potvrditi u ovom istrazivaju.

4.2.3. Obrasci i trendovi potrosnje odabranih opioida u Gradu Zagrebu
Pracenje koncentracija opioida u neproc¢is¢enim otpadnim vodama posluzilo je za odredivanje
njihovih dnevnih masenih protoka kao osnove za procjenu potro$nje. Dnevni maseni protoci
predstavljaju  ukupnu  masu  pojedinih  odabranih  biomarkera  koju tijekom
dvadesetCetverosatnog razdoblja izlu¢i populacija priklju¢ena na uredaj za prociscavanje
otpadnih voda, pod uvjetom da je izluCivanje glavni put unosa tih tvari u kanalizaciju i1 da
nema njihovih znacajnih gubitaka u samom kanalizacijskom sustavu. Na temelju tih
pretpostavki, za najrasprostranjenije tipove opioidnih analgetika istrazene su razlike u
obrascima njihove potrosnje, ukljucujuéi tjednu dinamiku te viSegodiSnje trendove u
promatranom ¢etverogodiSnjem razdoblju. Osim toga, treba naglasiti da maseni protoci
prikazani u ovom poglavlju, predstavljaju sumarne dnevne masene protoke roditeljskih
spojeva i njihovih metabolita, pri ¢emu su maseni protoci analita korigirani na temelju omjera
molekulskih masa metabolita i roditeljskih spojeva. Tako odredene ukupne koncentracije
opioida (TRAMit, MTHDyt, CODtot I BUPtt) upotrijebljene su kao pokazatelji potrosnje
tramadola, metadona, kodeina, odnosno buprenorfina. Nasuprot tome, 6-acetilmorfin
primijenjen je za pracenje potros$nje heroina jer predstavlja njegov ekskluzivni biomarker. Za
razliku od 6-acetilmorfina, morfin moze metabolicki nastati iz morfina, kodeina i heroina.
Budu¢i da od 75 % do 80 % morfina u zagrebackoj otpadnoj vodi potjece od konzumacije
heroina?, jasno je da dnevni maseni protoci MORwt nisu prikladni za pracenje potrosnje
morfina. Medutim, taj je pokazatelj moguce upotrebljavati za pra¢enje potroSnje heroina, pod
uvjetom da su dostupni podatci o stopi terapijske potrosnje morfina u promatranoj populaciji?.
Na Slici 20 prikazana je tjedna dinamika dnevnih masenih protoka TRAMtt, MTHDxot,
BUPtt, CODtot, MORtot |1 6-acetilmorfina odredena u CUPOVZ-u 2017. (od 21. 03. do
27.03.) i 2018. godine (od 13. 03. do 19. 03.).
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Slika 20. Tjedna dinamika masenih protoka ukupnog tramadola (TRAMzt), metadona
(MTHDxot), buprenorfina (BUPyot), kodeina (CODxot), morfina (MORyo) i 6-acetilmorfina
(6-AM) u 2017. (od 21. 03. 2017. do 27. 03. 2017.) i 2018. godini (od 13. 03. 2018. do 19. 03.

2018.) u Centralnom uredaju za proc¢iséavanje otpadnih voda Grada Zagreba

Najvisi dnevni maseni protoci odredeni su za TRAMiot (0d 464 g dan™ do 1 484 g dan’), a
nizi za CODxot (0d 44 g dan do 116 g dan™), MORyot (0d 20 g dan™t do 53 g dan™?) i MTHDqot
(od 63 g dan! do 118 g dan). Ocekivano, najnizi dnevni maseni protoci odredeni su za 6-
AM (od 0,8 g dan! do 2,8 g dan™) i BUPywt (0d 0 g dan™ do 4,6 g dan™). Tijekom 2017.
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godine, dnevni maseni protoci odabranih biomarkera bili su srazmjerno stabilni unutar cijelog
sedmerodnevnog razdoblja, §to je u skladu s ocekivanjima utemeljenim na literaturnim
podatcima o obrascima potrosnje terapijskih (npr. metadon), ali i nekih ilegalnih opijata (npr.
heroin, marihuana). Naime, za razliku od psihostimuliraju¢ih droga (npr. kokain,
amfetaminske droge), opijati ne pokazuju tipicnu visu stopu potros$nje vikendom u odnosu na
radni dan®%’. Medutim, za razliku od 2017. godine, u 2018. godini je tjedna dinamika nekih
biomarkera bila karakterizirana znatnim varijacijama. Prosje¢ni dnevni maseni protok
TRAMiot, odreden 2018. godine (1 049 + 349 g dan™®) bio je znacajno visi nego 2017. godine
(484 + 18 g dan™). Pri tome je prosje¢ni udio tramadola u masenom protoku TRAMiot
odredenom 2018. godine (70 + 8 %) bio znacajno visi nego 2017. godine (43 £ 1 %). Na
temelju toga se moze pretpostaviti da je najvjerojatniji uzrok povisenih dnevnih masenih
protoka TRAMt U 2018. godini unos nemetaboliziranog tramadola iz nekog drugog izvora u
kanalizacijski sustav, a ne povecane stope potrosnje tog lijeka u promatranom razdoblju.
Takvi dodatni izvori tramadola mogu ukljucivati otpadne vode faramaceutske industrije ili
odlaganje nekonzumiranih lijekova u kanalizaciju. Ovo zapazanje dodatno podcrtava vaznost
odredivanja metabolita, ne samo za korektniju procjenu optereCenja nego i za tocniju
identifikaciju mogucih izvora. Osim toga, ovo zapaZzanje ponovo naglaSava vaznost odabira
najprikladnijih biomarkera za pracenje potrosnje lijekova i droga na temelju analize otpadnih
voda.

Relativno uniformni obrazac potrosnje istrazivanih opioida tijekom tjedna potvrden je
dodatno na temelju omjera dnevnih masenih protoka pojedinih opioida vikendom i radnim
danom, pri ¢emu su u obzir uzeti svi uzorci prikupljeni u CUPOVZ-u u razdoblju od 2017. do
2020. godine (n = 107). Izracunati prosjecni omjeri za svih 6 istrazivanih biomarkera bili su
unutar raspona 1 £ 0,2 (Slika 21), $to ukazuje na ujednacenu stopu potro$nje unutar tjedna. Ti
su rezultati u skladu s dostupnim literaturnim podatcima o tjednim obrascima potros$nje
opioidnih terapeutika i ilegalnih opioidnih droga kao $to su heroin i marihuana u otpadnim
vodama Grada Zagreba®®’,

Petra Kostanjevecki Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 113

fitti

TEAM tot LITHD tot COD tot  BUP tet MOE tot

Omjer mazenih protoka (vikend /Tadni
damn)

o 2 2 92 9 s = Bk
L = T T e T S T O = =t T e S
'

Slika 21. Omijeri srednjih vrijednosti masenih protoka ukupnog tramadola (TRAMot),
metadona (MTHDqt), buprenorfina (BUP:t), kodeina (CODyot), morfina (MORyot) |
6-acetilmorfina (6-AM) vikendom i radnim danom u Centralnom uredaju za pro¢i$¢avanje
otpadnih voda Grada Zagreba od 2017. do 2020. godine

Na temelju prosje¢nih dnevnih masenih protoka odabranih biomarkera u neprocis¢enim
otpadnim vodama, istrazeni su i viSegodi$nji trendovi potroS$nje tramadola, metadona,
kodeina, buprenorfina i heroina u Zagrebu, od 2017. do 2020. godine, a rezultati su prikazani
na Slici 22. U istrazivanom Cetverogodi$njem razdoblju prosje¢ni dnevni maseni protoci
TRAMot Varirali su u rasponu od 210,3 do 875,1 + 116 g dan’t, MTHD: od 28,5 do 118,3 +
16 g dan™, CODxot 0d 11,6 do 84,4 + 13 g dan™!, BUPw: od 0 do 8,1 + 1,2 g dant, MORy: od
12,0 do 121,8 + 14,3 g dan, 6-AM od 0,6 do 6,2 + 0,9 g dan™.

Iz podataka prikazanih na Slici 22 moze se zakljuciti da istrazivano razdoblje nije bilo
karakterizirano izrazitim promjenama u trendovima potroSnje istrazivanih terapijskih opioida
u Zagrebu, $to je uglavnom u skladu s podatcima HALMED-a. Ipak, za neke opioide uocene
su odredene promjene koje se mogu smatrati statisticki znac¢ajnim. Tako se, npr. za tramadol
moze uociti blagi porast stope potrosnje od 2017. do 2020. (13 %). Dobiveni podatci se
srazmjerno dobro slazu s podatcima HALMED-a, a manja odstupanja mogu se pripisati tome
da se podatci prikazani u Tablici 2 odnose na Republiku Hrvatsku, dok trendovi potrosnje u
Zagrebu ne moraju nuzno u potpunosti odgovarati trendovima u cijeloj zemlji. Nadalje, u
otpadnoj vodi Grada Zagreba primijecen je i povremeni utjecaj drugih (neterapijskih) izvora

tramadola. Isto tako, treba upozoriti na neSto izrazitiji trend porasta prosjecnih masenih
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protoka biomarkera heroina, morfina (22 %) i 6-acetilmorfina (26 %), od 2017. do 20109.

godine. To najvjerojatnije ukazuje na porast stope potro$nje heroina i / ili porast Cistoce

heroina u tom razdoblju.
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Slika 22. Visegodisnje promjene srednjih vrijednosti dnevnih masenih protoka odabranih
biomarkera opioidnih analgetika u ¢etverogodisnjem razdoblju (od 2017. do 2020.); ukupni
tramadol (TRAMot), metadon (MTHDxot), buprenorfin (BUPxot), kodein (CODxot), morfin
(MORyot) i 6-acetilmorfin (6-AM)
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4.2.4. Rasprostranjenost i prostorna raspodjela opioidnih analgetika i njihovih metabolita u
povrsinskim vodama

Rasprostranjenost i prostorna raspodjela opioidnih analgetika 1 njihovih metabolita u
povrsinskim vodama istraZena je u rijeci Savi i njenim pritocima, Krapini i Gradni. Kako bi se
obuhvatio cijeli hidroloski ciklus, uzorci rijeCne vode za analizu opioida prikupljani su u
okviru 10 uzorkovanja organiziranih od svibnja 2017. godine do studenoga 2018. godine.
Prikupljanje uzoraka na postajama smjesStenim na odsjecku rijeke Save od slovenske granice
(postaja Otok Samoborski) do Siska (postaja Sisak), uklju¢eno je u svih 10 uzorkovanja, a u
dva navrata (svibanj i1 srpanj 2017.) je proSireno na 3 dodatne postaje u Republici Sloveniji
koje su smjestene na odsje¢ku Save od lokacije Sentjakob do Brezica. Detalji vezani uz
prikupljanje uzoraka prikazani su u poglavlju 3.2.2.

Rezultati prac¢enja opioidnih spojeva u rijeci Savi prikazani su u Tablici 25. Kao $to je bilo
ocekivano na temelju prethodnih analiza proc¢iSéenih otpadnih voda, u povrSinskim vodama
detektirani su samo najzastupljeniji tipovi opioidnih analgetika. Za te su spojeve u Tablici 25
prikazani podatci 0 ucestalosti detekcije, koncentracijskim rasponima te srednjim
vrijednostima i medijanima koncentracija. Pojedinacni rezultati svih odredivanja u uzorcima
povrsinskih voda prikazani su u Dodatku u Tablicama XV-XXII.

U analiziranim uzorcima povrsinskih voda detektirano je 11 od 27 odredivanih spojeva. U
svim uzorcima odredeni su samo tramadol (y = od 1,9 ng L do 127,2 ng L) i njegovi
metaboliti, O-demetil-cis-tramadol (y = od 0,5 ng L do 136,7 ng L) i N-demetil-cis-
tramadol (y = od 0,3 ng L do 43,3 ng L?). U veéini uzoraka odredeni su i metadon
(y =0d <0,1ng L?do 4,0ng L%, EDDP (y = od < 0,1 ng L do 7,0 ng L?) te kodein
(y=0d < 0,1 ng L do 8,4 ng L?). Na nekim su lokacijama povremeno detektirane mjerljive,
ali vrlo niske, koncentracije morfina (y = od < 0,3 ng L™ do 3,4 ng L), morfin-3-p-D-
glukuronida (y = od < 0,1 ng L do 0,1 ng L%), normorfina (y = od < 0,2 ng L™t do 0,4 ng L}),
norkodeina (y = od < 0,4 ng L™ do 1,6 ng L™) te buprenorfina (y = od < 0,1 ng L do
0,5ng LY.
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Tablica 25. Koncentracijski rasponi, srednje vrijednost i medijani mjerljivih opioidnih analgetika u rijeci Savi (S 1 — Sentjakob), (S 2 — Jevnica),
(S 3 — Brezice), (S 4 — Otok Samoborski), (S 5 — Jankomir), (S 6 — Petrusevec), (S 7 — Oborovo), (S 8 — Sisak) te pritocima rijeke Save (P 1 — Gradna) i

(P 2 — Krapina) od svibnja 2017. do studenoga 2018. godine; n = broj uzoraka. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

S1,n=2 S2,n=2 S3,n=2 | S4,n=10|S5n=10| S6,n=8 | S7,n=10|S8,n=10| P11, n=8 P2, n=8
Raspon/ng L*! <01 <01 <01 <01-01 | <01-01 | <01-01 | <0,1-0,1 <01 <0,1-01 <01-0,1
M3G SV+SD/nglL? <0,1+0 <010 <GK=z*0 0,1+0,1 01+0,1 0,1+01 0,1+0,1 <0,1+0 0,1+£0,1 01+01
Med. / ng L' [FREK. %] <0,1[0] <0,1[0] <GK]0] 0,1[10] 0,1[20] 0,1[25] 0,1[25] <0,1[0] 0,1[25] 0,1[38]
Raspon /ng L*! <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2-04 <0,2 <0,2-0,2 <0,2 <0,2 <0,2
norMOR SV+SD/ngL? <020 <0,2+0 <020 <020 04+04 <0,2+0 02+0,2 <0,2+0 <020 <020
Med. / ng L [FREK. %] <0,2[0] <0,2[0] <0,2[0] <0,2[0] 0,4 [10] <0,2[0] 0,2 [13] <0,2[0] <0,2[0] <0,2[0]
Raspon /ng L* <0,3 05-1,3 05-1,3 <03-04 | <03-34 | <03-31 | <03-26 | <03-18 | <0,3-0,6 <0,3-0,9
MOR SV+SD/nglL? <0,3%0 09+1 09+1 0,3+0,1 18+14 12+1.3 1,4+0,9 0,7+0,7 0,6+0,6 0,6+0,2
Med. / ng L' [FREK. %] <0,3[0] 0,9 [100] 0,99 [100] 0,39[20] 1,5 [50] 0,4 [63] 1,5[63] 0,5 [50] 0,6 [13] 0,6 [50]
Raspon / ng L* <04 <04 <04 <04 <04 <04 <04 <04 <04 <04-16
norCOD SV+SD/ngL? <040 <040 <04+0 <040 <04+0 <040 <04+0 <040 <040 16+1,6
Med. / ng L' [FREK. %] <0,4[0] <0,4[0] <0,41[0] <0,4[0] <0,41[0] <0,4[0] <04[0] <0,410] <0,4[0] 1,6 [13]
Raspon /ng L*! 2,6-35 9,7-10,6 43-71 1,5-9,0 3,5-14,7 29-11,6 6,5-31,2 0,9-50,6 0,5-8,9 18,0 -136,7
O-DM-TRAM | SV+SD/ngL* 311 102+1 57%2 49+3 10,04 703 20,1+10 22,9+16 56+3 66,3 + 39
Med. / ng L't [FREK. %] 3,1[100] 10,2 [100] 5,7 [100] 4,9 [100] 9,1[100] 6,3 [100] 21,4 [100] 18,8 [100] 6,4 [100] 65,8 [100]
Raspon /ng L*! <01 0,3-0,6 <0,1-0,3 <0,1-0,3 <01-12 | <0,1-1,0 1,2-45 01-144 <0,1-0,8 2,0-84
COD SV+SD/nglL? <0,1+0 0,5+0,2 0,30 0,2+0,1 05+04 05%0,3 261 354 0,5+£0,2 43+19
Med. / ng L't [FREK. %] <0,1[0] 0,5[0] 0,3 [50] 0,2 [70] 0,4 [90] 0,4 [75] 2,5[100] 2,2 [100] 0,5[88] 3,9 [100]
Raspon / ng L™! 3,7-135 8,3-20,9 9,4-289 79-472 | 106-481 | 98-372 | 164-754 | 19-62,3 19-91 215-127,2
TRAM SV+SD/nglL? 867 1469 19,2+ 14 17,4 +12 23,0+13 18,1+9 352+21 29,9+19 6,3+£3 65,7 + 42
Med. / ng L' [FREK. %] 8,6 [100] 14,6 [100] 19,2 [100] 14,6 [100] 20,7 [100] 16,0 [100] 29,8 [100] 28,4 [100] 6,8 [100] 55,9 [100]
Raspon / ng L™! 13-13 25-42 2,3-53 0,3-8,5 0,3-6,3 03-44 1,1-13.2 0,5-16,7 06-29 2,8-433
N-DM-TRAM | SV +SD/ngL*? 1,30 34+1 38zx2 31+2 372 25+2 705 7,75 18+1 17,1+14
Med. / ng L [FREK. %] 1,3[100] 3,4 [100] 3,8[100] 2,3 [100] 3,2 [100] 2,5[100] 6,5 [100] 8,6 [100] 2,0 [100] 12,1 [100]
Raspon /ng L*! <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1-0,1 <0,1 <01-04 | <0,1-05 <0,1 <0,1-05
BUP SV+SD/ngL? <0,1+0 <010 <0,1+0 <0,1+0 0,1+0,1 <010 0,3+0,2 05+0,5 <0,1+0 05+05
Med. / ng L [FREK. %] <0,1[0] <0,1[0] <0,1[0] <0,1[0] 0,1[10] <0,1[0] 0,3 [25] 0,5[10] <0,1[0] 0,5[13]
Raspon / ng L* 0,3-0,6 06-15 05-11 02-22 04-21 02-11 09-70 0,1-42 <01-14 02-17
EDDP SV+SD/ngL? 0,5+0,2 1,1+0,6 08+04 08+1 09+£05 0,7+0,3 2,7+19 19+14 05+04 0,7+0,6
Med. / ng L't [FREK. %] 0,5 [100] 1,1[100] 0,8 [100] 0,7 [100] 0,8 [100] 0,7 [100] 1,9 [100] 1,8 [100] 0,5[88] 0,5[100]
Raspon/ng L 03-1,6 04-29 04-17 0,3-33 0,3-3,0 0,3-1,6 0,7-2.2 0,1-4,0 <0,1-0,9 02-33
MTHD SV+SD/ngL? 101 1,7+1 11+1 10+1 09+1 0,7+0,5 1,2+0,6 1,1+1 05+0,3 08z+1
Med. / ng L [FREK. %] 1,0 [200] 1,1[100] 1,1[100] 0,6 [100] 0,4 [100] 0,6 [100] 1,1[100] 0,7 [100] 0,4 [88] 0,4 [100]
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Vise koncentracije u pravilu su nadene na postajama smjeStenim neposredno nakon ispusta
otpadne vode (npr. Oborovo, Sisak, Krapina), §to je posebno doslo do izrazaja u rijeci Krapini
u kojoj je, zbog manjeg protoka rijecne vode, ucinak razrijedenja otpadne vode rijenom puno
slabiji. Najvisa izmjerena masena koncentracija tramadola odredena u rijeci Krapini
(y = 127 ng L) bila je dvostruko visa u odnosu na koncentraciju odredenu u njemackim
(y = 52 ng LY)*" i francuskim povrsinskim vodama (y = 65 ng L)1
one izmjerene 2010. (y = 441 ng L) i 2011. (y = 539 ng L) godine u UK-ul"*3, Najvise

izmjerene koncentracije kodeina, morfina, metadona i EDDP-a na istrazivanom odsjecku

, ali 1 viSestruko niza od

rijeke Save bile su ili znatno nize ili sli¢ne literaturnim rasponima koncentracija tih spojeva u
povriinskim vodamal?17:47:50.5354

Treba napomenuti da u literaturi ima vrlo malo pouzdanih podataka o rasprostranjenosti i
ponaSanju morfinskih opioida u povrSinskim vodama, a posebno se to odnosi na promatranje
koncentracijskih odnosa pojedinih spojeva da bi se bolje razumjelo njihovo ponasanje,
istrazivanjima  koncentracijske razine morfina bile su najcesée ispod granice
odredivanja 1151 jli vrlo niske (y = 5,7 ng L1)*3. Rezultati odredeni u ovom istrazivanju su u
vrlo dobrom suglasju s literaturnim podatcima. Medutim, istodobno odredivanje razli¢itih
derivata morfina ukazalo je na neke zanimljive korelacije. Metabolit morfina, normorfin, je u
rijeci Savi detektiran na postajama Jankomir (y = 0,4 ng L) i Oborovo (y = 0,2 ng L), na
kojima je odredena i najvisa koncentracije morfina (Jankomir: y = 3,4 ng L*, Oborovo:
y = 2,6 ng L), U veéini prikupljenih uzoraka rije¢ne vode bio je mjerljiv i morfin-3-B-D-
glukuronid, koji se moze smatrati potencijalnim prekursorom morfina u rijec¢noj vodi.
Nasuprot tome, morfin-6-pB-D-glukuronid i 6-acetilmorfin nisu odredeni niti u jednom od
analiziranih uzoraka, Sto je u skladu s o¢ekivanjima, s obzirom na vrlo niske koncentracije tih
spojeva u otpadnim vodama te visoke faktore razrjedenja u rijeci Savi.

U pogledu odnosa glavnih tipova opioidnih spojeva, zanimljivo je ukazati da je prosje¢ni
udio tramadola i njegovih metabolita u ukupnoj koncentraciji opioidnih spojeva (odreden na
temelju svih analiziranih uzoraka rijeke Save) bio ¢ak 91,6 %, dok su udjeli ostalih mjerljivih
opioida bili znatno nizi: 2,95 % za metadon, 2,53 % za EDDP te < 1 % za morfin,

6-acetilmorfin i normorfin (Slika 23).
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Slika 23. Prosje¢na postotna zastupljenost opioida odredenih u uzorcima rijeke Save

prikupljenim u svibnju i srpnju 2017. godine
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Osim za indikaciju mogucih transformacija u samoj rijeci, koncentracijski odnosi osnovnih
opioidnih spojeva i njihovih metabolita mogu posluziti i za bolju karakterizaciju unosa. Kao
Sto je ve¢ napomenuto, opioidni analgetici mogu u vodeni okolis dospjeti putem terapijske
potrosenje, ali 1 putem odbacenih neiskoriStenih lijekova te putem otpadnih voda
farmaceutske industrije. U tom kontekstu interesantno je napomenuti da je postotni udio
tramadola u ukupnoj koncentraciji tramadola i njegovih metabolita bio visi u uzorcima savske
vode prikupljenim u Hrvatskoj (69,8 %), nego u Sloveniji (57,6 %) S§to bi mogla biti
indikacija dodatnog unosa putem otpadnih voda farmaceutske industrije u Hrvatskoj.

Sto se ti¢e moguée ekotoksikoloke vaznosti koncentracija opioidnih spojeva u rijeci Savi,
¢ini se da koncentracijska razina tih spojeva ne predstavlja neposredni rizik za vodene
organizme. Naime, prema literaturnim podatcima, opioidni analgetici koji su najceSce
detektirani u rijeci Savi pokazuju relativno slabu toksi¢nost za vodene organizme®®. Naime,
iako su Lindim i suradnici®® istaknuli kako je tramadol jedan od triju kemijska spoja koji
dominantno pridonose akutnoj toksi¢nosti u vodenim organizmima u Svedskoj, okoli§no
relevantne koncentracije tramadola koje mogu utjecati na mramornog raka Procambarus
virginalis® bile su reda veli¢ine pg L7, $to je znadajno vise od koncentracija odredenih u
povrsinskim vodama u ovom istrazivanju.

U svibnju 2017. godine su, osim uzoraka vode, prikupljeni i uzorci savskog sedimenta na
4 postaje (Otok Samoborski, Jankomir, Oborovo i Sisak) Sireg podrucja Grada Zagreba te su
analizirani na sadrzaj opioidnih spojeva. Ta su preliminarna odredivanja pokazala da je vecina
analita u prikupljenim uzorcima sedimenta bila ispod granica odredivanja metode. Takav
rezultat nije neocekivan ako se uzmu u obzir vrlo niske koncentracije opioida u savskoj vodi
te njihovi srazmjerno niski raspodjelni koeficijenti izmedu ¢vrste i otopljene faze (Tablica
24). Ipak, u sedimentu podrijetlom s postaja Jankomir i Oborovo, koje se nalaze nizvodno od
glavnih ispusta Zapresi¢a i Zagreba, u mjerljivim masenim udjelima nadeni su tramadol
(w=1,0nggti19ngg?) injegov metabolit N-demetil-cis-tramadol (w = 0,7 ng g* i 0,8
ng g?). Na temelju koncentracije tih analita u otopljenoj fazi, odredeni su raspodjelni
koeficijenti (Kq) tramadola (10 + 7,1 L kg?) i N-demetil-cis-tramadola (54 + 11 L kg?!) izmedu
rijeCne vode i sedimenta koji su bili usporedljivog reda veli¢ine kao i oni odredeni za te

analite u sustavu otpadna voda-aktivni mulj.
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4.2.5. Masena bilanca odabranih opioida u rijeci Savi
Jednostavno pracenje koncentracija opioida u povrSinskim vodama vazno je za procjenu
mogucih Stetnih utjecaja za vodene organizme, ali je za razumijevanje procesa koji odreduju
njihovo ponasanje i sudbinu u prirodnim vodama potrebno primijeniti slozeniji pristup. U
ovom istrazivanju nacinjena je jednostavna masena bilanca opioidnih spojeva u rijeci Savi na
odsje¢ku od lokacije Sentjakob u Sloveniji do Oborova u Republici Hrvatskoj, pri ¢emu je
pretpostavljeno da ispusti otpadnih voda vec¢ih gradova predstavljaju glavne izvore unosa.
Zbog toga je uzorkovanje na rijeci Savi sinkronizirano sa sakupljanjem 24-satnih kompozitnih
uzoraka efluenata podrijetlom s najvec¢ih uredaja za proc¢iséavanje otpadnih voda (UPOV) u
promatranom podrucju (ukljucuju¢i 1 UPOV Ljubljane i Zagreba) koji bi trebali predstavljati
glavne izvore unosa opioida u rijeku Savu. Budu¢i da uzorci efluenta s UPOV-a Grada Siska
nisu bili dostupni u okviru ovog istraZivanja, postaja Sisak nije ukljuena u masenu bilancu.
Masena bilanca nacinjena je za dvije tipi¢ne hidroloske situacije: u svibnju, kod visokog
vodostaja Save, te u srpnju, kada je vodostaj bio znatno nizi. Kljuéni podatci na kojima se
temelji masena bilanca obuhvacaju podatke koji prikazuju unose putem efluenata UPOV-a
izrazene u g dan™ (Tablica 26) te podatke 0 masenim protocima (g dan) u rijeci Savi na
pojedinim lokacijama (Tablica 27).

Sto se ti¢e glavnih unosa, iz Tablice 26 se vidi da ¢ak od 85 % do 92 % ukupnog unosa
tramadola i metadona u rijeku Savu na istrazivanom segmentu potje¢e od UPOV-a Ljubljana i
UPQOV-a Zagreb. Posebno treba ukazati da je unos iz UPOV-a Grada Zagreba u svibnju bio

izuzetno visok, posebno za tramadol (1 388 g dan™).
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Tablica 26. Protoci otpadnih voda, masene koncentracije i dnevni maseni protoci najucestalijih opioida u uzorcima otpadne vode na 6
ispusta u rijeku Savu na odsjecku od Sentjakoba u Republici Sloveniji do Oborova u Republici Hrvatskoj odredeni u svibnju i srpnju 2017.
godine. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Satum NaZiY Kratica Protok | TRAM %%('/; ¥'R'?A'\I/\'/; MTHD EDDP | TRAM %&'\K'/; ﬁ'&v’\; MTHD EDDP
postaje m? dan y/ng Lt Maseni protok / g dan’*
Ljubljana | UPOV 1 | 66994 | 633 692 213 40 113 42,4 46,3 14,3 2,7 75
~ Domzale | UPOV 2 | 17935 | 502 525 264 14 69 9,0 9,4 47 0,3 1,2
_§’ N. Mesto | UPOV 3 | 4636 996 1247 309 33 57 4,6 5,8 1,4 0,2 0,3
§ Zapresic | UPOV4 | 6665 | 1099 1267 60 107 162 7.3 8,4 0,4 0,7 1,1
B Zagreb | UPOV 5 | 261126 | 5316 840 360 61 167 1388 219 94 15,8 43,6
V. Gorica | UPOV6 | 6610 | 1353 1728 362 143 225 8,9 11,4 2,4 0,9 1,5
Ljubljana | UPOV 1 | 69 916 701 922 210 37 105 49,0 64,5 14,7 2,6 73
- Domzale | UPOV 2 | 18240 | 478 529 427 6 40 8,7 9,6 78 0,1 0,7
§ N.Mesto | UPOV3 | 4337 | 1091 1196 230 32 45 47 5,2 1,0 0,1 0,2
g Zapresi¢ | UPOV 4 | 5789 522 384 66 27 54 3,0 2,2 0,4 0,2 0,3
@ Zagreb | UPOV 5 | 234177 | 472 528 123 24 79 110 124 28,8 5,6 18,5
V. Gorica | UPOV 6 | 5928 | 1448 1852 397 57 136 8,6 11,0 2,4 0,3 0,8
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Tablica 27. Protoci rije¢ne vode, masene koncentracije i dnevni maseni protoci najucestalijih opioida u uzorcima rije¢ne vode na odsjecku
od Sentjakoba u Republici Sloveniji do Siska u Republici Hrvatskoj odredeni u svibnju i srpnju 2017. godine. Popis kratica imena analita
nalazi se u Tablici 6.

Satum Naziv Kratica Protok | TRAM %%('/; ¥'R'?A'V,\'/; MTHD EDDP | TRAM %DA'\:/; $’R'?A'\I/\'/; MTHD EDDP
postaje md dan ! y/ngL? Maseni protok / g dan’*
Sentjakob S1 | 4959360 | 3,7 2,9 13 0,3 03 183 144 6,3 15 15
~ Jevnica S2 | 7456320 | 83 12,2 2,5 0,4 0,6 619 91,0 187 3,0 4,5
_§’ Brezice S3 | 9192960 | 94 55 2,3 0,4 05 864 506 21,3 3,7 4,6
§ O. Samoborski | S4 | 13279680 | 157 6,3 2,7 0,2 04 | 2085 837 354 2,7 53
2 Jankomir S5 | 14256000 | 20,3 8,4 2,8 03 05 2894 1198 399 43 71
Oborovo S6 | 14169600 | 2052 22,5 9,2 08 27 |29076 3188 1300 11,3 383
Sentjakob S1 | 4976640 | 135 3,5 13 16 0,6 672 174 6,5 8,0 3,0
e Jevnica S2 | 6376320 | 209 9,7 4,2 2,9 15 1333 619 268 185 9,6
S BreZice S3 | 6384960 | 289 4,3 5.3 1,7 11 1845 275 338 109 7,0
g O. Samoborski | S4 | 8078400 | 47,2 4,0 57 13 10 | 3813 323 457 107 7,9
< Jankomir S5 | 8493120 | 436 6,7 6,3 1,9 09 | 3705 566 535 159 7,6
Oborovo S6 | 8026560 | 729 327 125 2,3 4,9 584,8 2624 115 184 394
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Na Slikama 24 i 25 prikazani su kombinirani podatci unosa i masenih protoka odabranih

biomarkera u rijeci Savi na temelju uzorkovanja provedenih u svibnju i srpnju 2017. godine.

Za interpretaciju rezultata treba naglasiti da su tijekom uzorkovanja prikupljani samo trenutni

uzorci rijeCne vode pri ¢emu nije bilo moguce posti¢i potpunu sinkronizaciju uzorkovanja na

razli¢itim postajama na nacin da se na svim postajama analizira isti “paket” vode. Osim toga,

u uredaju U Zapresicu nije bilo moguce osigurati 24-satni kompozitni uzorak.

Svibanj 2017

T 400
A 3382
b0
- =
2 3000
= 2500
B om0
=
£ 1500
.g 1000
2 34 458
% sm0 130 172 162

40 12 17
E 0 J— 1 — L EA 1 e ! 1 N L 1 @ L 1

sl UPOVI+ 52 s3 UPOVI S4  UPOV4 S5 UPOVS+ 54

POV 2 POV 6
Srpanj 2017.

~ 1200
E: 0%
w0 1000 S
g 200
B 600
-
= 204
[m]
& - 227 249
2 200 [ o2 - % §
% 17 6
E |:| N 1 r| 1 1 1 — 1 1 1 1 1

sl UPOVI+ 52 s3 UPOV3  S4  UPOV4 S5 UPOVS+ %6

POV 2 POV 6

Slika 24. Masena bilanca ukupnog tramadola (TRAMyot) odredena na temelju dnevnih

masenih protoka tramadola 1 njegovih metabolita odredenih u rijeci Savi 1 efluentima uredaja

za prodi§¢avanje otpadnih voda na odsjecku Sentjakob (S 1) — Oborovo (S 6) u svibnju i

srpnju 2017.
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Slika 25. Masena bilanca ukupnog metadona (MTHDxot) odredena na temelju dnevnih

masenih protoka metadona i njegovog metabolita EDDP-a u rijeci Savi i efluentima uredaja

za procis¢avanje otpadnih voda na odsjecku Sentjakob (S 1) — Oborovo (S 6) u svibnju i

srpnju 2017.

Unato¢ nedostatcima vezanim uz provedbu uzorkovanja, longitudinalna raspodjela u rijeci

Savi jasno ukazuje na glavne izvore unosa na Sirem podrucju Zagreba (UPOV 5, UPQV 6) i

Ljubljane (UPQV 1, UPOV 2) te omogucuje dublji uvid u ponasanje promatranih opioida u

samoj rijeci. Za prikaz su odabrani maseni protoci ukupnog tramadola (TRAMzot) i metadona

(MTHDxot) jer se na taj nacin istovremeno mogu pratiti promjene svih najvaznijih kemijskih

oblika tih opioida. Iz prikaza se jasno moze uociti da je unos tih tvari u Savu znatno veci
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putem efluenata hrvatskih UPOV-a (UPQV 4 — 6), nego putem efluenata slovenskih UPOV-a
(UPQV 1 — 3). Tako je u svibnju unos TRAM iz hrvatskih UPOV-a bio 1 760 g dan™, a iz
slovenskih 142 g dan™. Razlika je bila ne$to manja u srpnju (300 g dan™ prema 177 g dan™).
Uocene razlike mogu se dijelom objasniti ve¢om populacijom hrvatskih gradova, a samo u
manjoj mjeri nedovoljnom ucinkovitoséu UPOV-a u Zapresicu (samo mehanic¢ka obrada) i
Velikoj Gorici jer je stupanj uklanjanja promatranih opioida tijekom bioloske obrade zapravo
neznatan. Ovdje treba jo§ jednom napomenuti da se poviSene koli¢ine unosa za TRAMyot
mogu objasniti samo dodatnim unosom iz neterapijskih izvora.

Longitudinalna raspodjela masenih protoka TRAMot U rijeci Savi pokazuje stalan porast u
obje promatrane sezone (Slika 24). U svibnju je porast naglaseniji, od 40 g dan’* na lokaciji
Sentjakob do ¢ak 3 382 g dan™? kod Oborova. Porast je bio nesto umjereniji u srpnju (od 92
g dan do 968 g dan™). Ako se svi unosi u svibnju pridodaju po¢etnom masenom protoku u
rijeci Savi, ukupni maseni protok nizvodno od Zagreba bio bi oko 2 000 g dan™ sto je oko
40 % manje nego izmjerena vrijednost od 3 382 g dan™. U srpnju je ta razlika takoder bila oko
60 % (569 g dan™ naspram 968 g dan™). To ukazuje na postojanje drugih izvora unoSenja
osim UPOV-a koji su praceni u ovom istraZivanju, pri ¢emu bi za potpuniju bilancu pozornost
trebalo posvetiti i ostalim UPOV-ima te pritocima Save na promatranom odsjecku rijeke.
Nadalje, treba naglasiti da rezultati ukazuju na vrlo slabo uklanjanje tramadola u rijeci Savi
¢ak 1 u ljetnim uvjetima kada su uvjeti za mikrobiolosku i fotokemijsku razgradnju znatno
povoljniji. Medutim, pokazano je da je tramadol vrlo otporan na biolosku razgradnju. Zbog
niskih vrijednosti Kg, adsorpcija tramadola na sediment takoder ne bi trebala znacajnije
utjecati na masene protoke. Najvjerojatniji mehanizam za uklanjanje tramadola i njegovih
metabolita je fotokemijska razgradnja®?.

Raspodjela MTHDuot pokazala je dosta sli¢nosti s raspodjelom TRAMo, ali trend stalnog
porasta nije tako izrazit (Slika 25). U svibnju je ukupni unos putem UPOV-a bio oko 83
g dan’, dok je ukupni protok na izlaznom profilu u Oborovu bio samo 54 g dan. U srpnju je
ukupni unos iz odabranih glavnih izvora bio 40 g dan, a maseni protok na izlaznom profilu
bio je 62,3 g dan. Ako se uzme u obzir da procjenom unosa nisu obuhvaceni svi izvori,
raspodjela MTHDyot ukazuje da je u samoj rijeci najvjerojatnije doslo do uklanjanja tog
opioida iz vodenog stupca, a moguc¢i mehanizmi su adsorpcija na sediment, bioloska

razgradnja i fotokemijska razgradnja,
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4.3. Bioloska razgradnja tramadola i metadona

Modelni pokusi bioloSke razgradnje / transformacije dvaju odabranih opioidnih analgetika,
tramadola i metadona, provedeni su na tresilici pomoc¢u obogacenih mjesovitih mikrobnih
kultura podrijetlom iz aktivnog mulja s CUPOVZ-a na nacin opisan u poglavlju 3.6.1. Kako
bi se istrazila potencijalna uloga kometabolickih procesa u biorazgradnji ovih spojeva, pokusi
su provedeni u podlozi s i bez glukoze kao dodatnog izvora ugljika. Osim Kkinetike uklanjanja
roditeljskih spojeva, pracena je i dinamika nastanka transformacijskih proizvoda (TP) ¢ija je
identifikacija nacinjena na temelju kromatografskih i masenospektrometrijskih podataka
dobivenih analizom uzoraka sustavom UPLC-Q/ToF MS/MS te literaturnih podataka o
transformacijskim procesima uklju¢enim u razgradnju ovih ili sliénih spojeva. Osim toga,
napravljena je 1 ekotoksikoloska evaluacija u€inka biotransformacijskih procesa na temelju

odredivanja inhibicije rasta slatkovodne zelene alge Desmodesmus subspicatus.

4.3.1. Ucinkovitost i kinetika uklanjanja tramadola i metadona u pokusima bioloSke
razgradnje

Originalna kultura aktivnog mulja podrijetlom s CUPOVZ-a nije imala sposobnost razgradnje
ni tramadola ni metadona, $to je u skladu s literaturnim podatcima o njihovom neucinkovitom
uklanjaju u uredajima za pro¢iséavanje komunalnih otpadnih vodal’!°, ukljué¢ujuéi CUPOVZ
(Poglavlje 4.2.2., Tablica 23). Medutim, njenim viSestrukim dugotrajnim precjepljivanjem u
mediju s povisenom koncentracijom tramadola (y = 20 mg L?), odnosno metadona
(» = 10 mg L), uzgojene su 2 obogadéene mjesovite mikrobne kulture karakterizirane
srazmjerno dobrom sposobnosc¢u razgradnje, odnosno transformacije ovih spojeva. Te su
kulture upotrijebljene u pokusima bioloske razgradnje u kojima je istraZen potencijalni utjecaj
kometaboli¢kih uvjeta na kinetiku i stupanj uklanjanja roditeljskog spoja, uz istodobno
pracenje dinamike nastanka transformacijskih proizvoda. U skladu s tim, istraZzena je
razgradnja u mediju koji je sadrzavao glukozu kao dodatni labilni izvor ugljika
(kometaboli¢ki uvjeti) i u mediju bez dodatka glukoze (metaboli¢ki uvjeti). Rezultati
eliminacije tramadola, odnosno metadona u uvjetima bez dodatka i uz dodatak glukoze

prikazani su na Slici 26.
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Slika 26. Uklanjanje tramadola i metadona u pokusima bioloske razgradnje u mediju s

dodatkom i bez dodatka glukoze

Kod kometaboli¢kih uvjeta postignuto je znatno ucinkovitije uklanjanje obaju istrazivanih
opioida, nego u mediju u kojem su istrazivani opioidi bili jedini izvor ugljika. Na kraju
pokusa, iz medija s glukozom uklonjeno je 82 % tramadola i 70 % metadona, a iz medija bez
glukoze samo 33 % tramadola i 9 % metadona. Treba napomenuti da je ucinkovitost
uklanjanja opioda u svim pokusima u stvarnosti bila i visa budu¢i da rezultati pokusa nisu
korigirani za blago ukoncentriravanje medija uslijed otparavanja, koje je procijenjeno na 5 %
do 10 % u 14 dana.

Koncentracije abiotickih kontrola (Slika 26) potvrdile su da uklanjanje istrazivanih
opioida u pokusima bioloSke razgradnje nije bilo rezultat adsorpcije na stijenke
eksperimentalnih posuda. Osim toga, na temelju raspodjelnih koeficijenata (Kq) tramadola
(64 L kg?) i metadona (230 L kg™) odredenih za aktivni mulj s CUPOVZ-a u ovom radu
(Tablica 24) i njihove koncentracije u mediju na kraju pokusa (3,6 mg L tramadola i 2,4

mg L metadona), procijenjeno je da je adsorpcijom na biomasu uklonjeno najvise 2 % do

Petra Kostanjevecki Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 128

6 % tramadola i 11 % metadona. U skladu s tim, moze se zakljuciti da su glavnu ulogu u
uklanjanju tramadola i metadona u provedenim pokusima imali biotransformacijski procesi.
Interesantno je uociti da je u prvim danima pokusa razgradnje doSlo do visSestrukog
porasta biomase u oba istrazivana medija, pri cemu su razlike u krivuljama rasta biomase bile
veée u pokusu s metadonom. Unato¢ pocetnom porastu biomase kod svih eksperimentalnih
uvjeta, efikasnost i brzina razgradnje obaju istrazivanih spojeva bila je znatno visa u mediju s
glukozom (Slika 26, Tablica 28). Na temelju toga se moze zakljuéiti da bi kometabolicki
procesi mogli imati vaznu ulogu u kinetici razgradnje istraZivanih spojeva. Dodatno, u pokusu
s tramadolom je, nakon 4. dana, uocen zastoj u razgradnji tramadola (Slika 26) i glukoze
(Slika 27), uz istodobni blagi pad koncentracije biomase (Slika 27), §to je najvjerojatnije
posljedica nepovoljnog omjera ugljika i duSika u ovoj fazi pokusa te ukazuje na vaznost

daljnjeg istrazivanja uloge omjera ugljika i dusika u Kinetici razgradnje ovih spojeva.
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Slika 27. Promjene u koncentraciji biomase izrazene kao opticka gustoca i masene
koncentracije glukoze u pokusima aerobne biorazgradnje tramadola i metadona u podlozi s
dodatkom i bez dodatka glukoze
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Budu¢i da je kod kometaboli¢kih uvjeta brzina razgradnje metadona (k = 0,169 dan™®; ty, =
4,1 dan) bila znatno niza od brzine razgradnje tramadola (k = 0,525 dan’; ti, = 1,3 dan), u
zasebnom je pokusu istrazena i potencijalna uloga dostupnosti izvora dusika na kinetiku
bioloske razgradnje metadona. Pri tome je, u jednu od tikvica s glukozom, amonijev Klorid,
osim na pocetku pokusa, dodan i naknadno, u drugom danu pokusa, kako bi se nadoknadilo
njegovo brzo trosenje na rast biomase tijekom prvog dana. Krivulje uklanjanja metadona i

rasta biomase kod tih eksperimentalnih uvjeta prikazane su na Slici 28.
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Slika 28. Kinetika uklanjanja metadona (A) i rasta biomase (B), izrazenog kao opticka
gustoca, u pokusima bioloSke transformacije provedenim u kometaboli¢kim uvjetima s

dodatkom i bez naknadnog dodatka amonijevog klorida kao dodatnog izvora dusika
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U uvjetima dvokratnog dodatka amonijeva klorida (0. i 2. dan), zabiljezen je dodatni rast
biomase te znatno efikasnije (93 %) i brze uklanjanje metadona (k = 0,45 dan’®; t» = 1,5 dan)
nego u uvjetima jednokratnog (0. dan) dodatka amonijeva klorida (63 %, k = 5,8 dan’; ti2 =
5,8 dan). Kineti¢ki pokazatelji odredeni u pokusima razgradnje prikazanim na Slikama od 26

do 28 na nacin opisan u poglavlju 3.6.2. prikazani su u Tablici 28.

Tablica 28. Kineticki pokazatelji bioloske razgradnje tramadola i metadona odredeni u

adaptiranoj kulturi aktivnog mulja u razli¢itim eksperimentalnim uvjetima

Spoj Uvjeti k/dan? | ti2/dan r> | Kineti¢ki model
Bez dodatka glukoze 0,136 - 0,9592 | Kinetika 1. reda

Tramadol o
Uz dodatak glukoze 0,525 1,3 0,9592 | Kinetika 1. reda
Bez dodatka glukoze 0,061 11,4 ]0,8621 | Kinetika 1. reda
Uz dodatak glukoze 0,169 4,1 0,9414 | Kinetika 1. reda

Bez naknadnog dodatka o
Metadon 0,119 5,8 0,9740 | Kinetika 1. reda

dusika
Uz naknadni dodatak

0,450 15 0,9338 | Kinetika 1. reda
dusika

Sumarno se moze zakljuciti da je biolosku razgradnju istraZivanih opioida moguée postici
isklju¢ivo upotrebom obogacenih mikrobnih kultura pri ¢emu na kinetiku razgradnje u znatnoj

mjeri utjece dostupnost i omjer dodatnih labilnih izvora ugljika i1 duSika, Sto treba dodatno

istraziti.
4.3.2. Identifikacija biotransformacijskih proizvoda tramadola i metadona
Mikrobna razgradnja tramadola i metadona je pracena istodobnim nastankom

biotransformacijskih proizvoda. Svi identificirani transformacijski proizvodi detektirani su
primjenom pozitivnog ionizacijskog polariteta. Analizom wuzoraka u negativnom
ionizacijskom polaritetu nisu detektirani dodatni transformacijski proizvodi. Analizom
zabiljezenih kromatograma i spektara masa detektirano je 5 transformacijskih proizvoda
tramadola i 3 transformacijska proizvoda metadona ¢ija su vremena zadrzavanja, elementni

sastavi, teorijske vrijednosti m/z, odstupanja eksperimentalno odredenih vrijednosti m/z kao i
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predlozene kemijske strukture te ocjena pouzdanosti identifikacije prema Schymanski i

suradnicimal® prikazani u Tablici 29.

Tablica 29. Vremena zadrzavanja, elementni sastavi, teorijske vrijednosti m/z, odstupanja
eksperimentalno odredenih vrijednosti m/z, kemijske strukture roditeljskih spojeva,
predlozene kemijske strukture transformacijskih proizvoda te stupanj pouzdanosti njihove

identifikacije prema Schymanski i suradnicima®

t/ Element. m/z Am/z Stupanj
Spoj R sastav S / Struktura pouzdanosti
min g teoriskio identifikacije”

TRAM 3,71 CiH2NO2 264,1964 -1,2

TRAM
TP 249
(N-DM-
TRAM)

3,78  CisH24NO2 250,1806 -0,3

TRAM
TP 235

(NN- 368 CuH2NO, 236,1651 +2.4
diDM

TRAM)

2b

5,26; +0,1;
TRAM

TP277 969  CiHuNOs 278,1756 *1.4;
a,b,c 598 2,0

1)
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Tablica 29. - nastavak

¢ Element. m/z Am/z Stupanj
Spoj / mRin sastav teoriiski / Struktura pouzdanosti
[M + H]* J mDa identifikacije”
H3C\N/CH3
(0]
H.C | CHy
MTHD 6,33 CaHsNO 3102171 -03 ™ -
e
N
H,C
MTHD ’ e,
TP278 567  CxHuN 278,1909 +0,1 Q 1
(EDDP) O
CHj
N
MTHD e |
TP264 579  CiHzN 2641752 +15 ° 1
Sh¢
I
Hsc\N)
(@]
#"J?g 819 CuHxNO, 3241964 -13  we. cH, 2b

*odredeno prema Schymanski i sur.!®, TRAM — tramadol, N-DM-TRAM — N-demetil-cis-tramadol, N,N-diDM
TRAM - N,N-didemetil tramadol, MTHD - metadon, EDDP - 2-etildien-1,5-dimetil-3,3-difenilpirolidin,
EMDP — 2-etil-5-metil-3,3-difenil-1-pirolin, tr — vrijeme zadrzavanja, Element. sastav — elementni sastav

Identifikacija transformacijskih proizvoda provedena je na temelju kromatografskih i
masenospektrometrijskih podataka te je, kada god je to bilo moguce, nacinjena i dodatna
potvrda identificiranih spojeva usporedbom sa standardnim referencijskim tvarima. Stupanj
pouzdanosti identifikacije prikazan u Tablici 29 odreden je prema kriterijima koji su

predlozili Schymanski i suradnici®,

Prva (najvisa) razina pouzdanosti pripisana je
transformacijskim proizvodima ¢ija je identifikacija potvrdena usporedbom s referencijskim
standardnim tvarima, dok su razine pouzdanosti 2 b i 3 pripisane spojevima za koje su, na
temelju kromatografskih i masenospektrometrijskih podataka, pretpostavljene najvjerojatnije

strukture nastalih transformacijskih proizvoda.
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Identifikacija TP-a ukazala je na neke zajednicke mehanizme bioloske transformacije
TRAM i MTHD. Glavnu ulogu u nastanku transformacijskih proizvoda TRAM TP 249,
TRAM TP 235, MTHD TP 278 i MTHD TP 264 imali su N-demetilacijski procesi, $to je u
skladu s literaturnim podatcima o ulozi N-demetilacije u biotransformaciji*®>1% i abiotickoj
transformaciji'®® ksenobiotika koji sadrze dialkilamino skupinu. TRAM TP 249 i TRAM TP
235 identificirani su kao N-demetil-cis-tramadol i N,N-didemetil tramadol, dok su MTHD TP
278 i MTHD TP 264 identificirani kao EDDP i EMDP. Identifikacija N-demetil-cis-
tramadola, EDDP-a i EMDP-a potvrdena je na temelju usporedbe s analitickim standardima te
im je pripisana razina pouzdanosti identifikacije 1, dok je N,N-didemetil tramadol
identificiran uz razinu pouzdanosti 2 b (Tablica 29). Zanimljivo je napomenuti da su ta 4
transformacijska proizvoda ujedno i poznati ljudski metaboliti tramadola i metadona, Sto
ukazuje na opcenitu vaznost tih transformacija. Nadalje, ovo zapazanje je u skladu s
hipotezom da transformacijski procesi zagadivala, ¢ija struktura ukljucuje dialkilamino
skupinu u sisavcima i mikroorganizmima, ¢esto slijede sli¢éne obrasce zbog ¢ega bi dostupne
spoznaje o ljudskom metabolizmu lijekova s takvim strukturnim znac¢ajkama mogle biti od
velike Kkoristi u usmjeravanju pretraznih analiza za njihovo sveobuhvatno pracenje u
okoligu'®,

Za razliku od spomenutih Cetiriju transformacijskih proizvoda nastalin N-demetilacijom,
preostala 3 transformacijska proizvoda tramadola (TRAM TP 277 a, b i ¢) i 1 transformacijski
proizvod metadona (MTHD TP 324) do sada nisu opisani u literaturi. TRAM TP 277 a,bic
ukljucuju 3 kromatografski odvojena izomerna spoja,vrijednosti m/z 278,1756, sto odgovara
elementnom sastavu protonirane molekule C1sH224NO3 (Tablica 29). Nadalje, sva tri izomerna
transformacijska proizvoda tramadola kromatografski su eluirana (tr = 5,26; 5,69 i 5, 98 min)
nakon roditeljskog spoja (tr = 3,71 min), $to ukazuje na relativni porast lipofilnosti u odnosu
na roditeljski spoj. Spektri masa tramadola i svih izomernih transformacijskih proizvoda
sadrzavali su karakteristi¢ni ion produkt m/z 201,1279 (C14H170) koji nastaje pucanjem veze
C-N, sto jasno upucuje na transformaciju na dimetilamino skupini, pri ¢emu je preostali dio

molekule ostao nepromijenjen, sto je prikazano na Slici 29.
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Slika 29. Spektri masa transformacijskih produkata tramadola 277 a, b, ¢

Ovaj zakljuCak dodatno je potvrden prisutnos¢u produkt-iona formiranih daljnjom
fragmentacijom iona m/z 201, ¢ije su vrijednosti m/z bile 159 (C11H110) i 121 (CsHs0). Na
temelju masenospektrometrijskih rezultata i literaturnih podataka o transformacijskim
mehanizmima ukljucenim u razgradnju mikrozagadivala koja sadrze dialkilamino skupinu,
predlozene su dvije strukture izomernih transformacijskih proizvoda tramadola, dok je
struktura tre¢eg izomernog transformacijskog produkta ostala nerazjaSnjena. Prva predlozZena
struktura (Tablica 29, Struktura 1) mogla je nastati N-formilacijom N-demetil-cis-tramadola ili
a-C-oksidacijom tramadola u formamid. Analizom spektara masa MTHD TP 324, pokazalo
se da bi isti transformacijski mehanizam (a-C-oksidacija u formamid) mogao biti odgovoran
za nastajanje tog TP-a. Alternativni mehanizam, koji bi ukljué¢ivao N-demetilaciju i naknadnu
N-formilaciju, kod metadona nije jako vjerojatan s obzirom na tendenciju N-demetiliranog
metadona da se ciklizacijom stabilizira u EDDP. Druga predlozena struktura izomernog
transformacijskog proizvoda tramadola (Tablica 29, Struktura Il) vjerojatno je nastala
N-acetiliranjem N,N-didemetil tramadola. Predlozene strukture TRAM TP 277 a,b,c i MTHD
TP 324 dodatno podupire i pojava adukata s natrijevim ionima u njihovim spektrima masa,
Sto je karakteristiéno za spojeve koji sadrze skupine amidnog karaktera.!®® Osim toga,
predlozene strukture dobro se slazu i s literaturno opisanim mehanizmima biotransformacije

nekih drugih mikrozagadivala koja sadrze dialkilamino skupinu.!®® Medutim, buduéi da
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spektri masa ovih transformacijskih proizvoda nisu sadrzavali fragmente koji bi omoguéili
nedvosmislenu potvrdu predlozenih struktura, njima je, u nedostatku odgovaraju¢ih
referencijskih tvari, pripisan stupanj pouzdanosti identifikacije 3. Unato¢ tome, pouzdanost
identifikacije biotransformacijskih proizvoda, posebice izomernih tranformacijskih proizvoda
tramadola, bila je dodatno potkrijepljena dinamikom njihova nastanka koja je prikazana na
Slici 30.

Uz dodatak glukoze

=
e
<
0 2 4 6 8 10 12 14
Dan
——N-DM-TRAM —=—TP 277a ——TP 277b
—e—TP 277c ——N,N-diDM TRAM
Bez dodatka glukoze
40
30
=
S 20
R
10
0

—4—N-DM-TRAM -=-TP277a ——TP 277b —e—TP 277¢

Slika 30. Dinamika biotransformacijskih proizvoda tramadola u pokusima bioloske

razgradnje u mediju s dodatkom i bez dodatka glukoze
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Svi identificirani transformacijski proizvodi tramadola, osim N,N-didemetil tramadola, bili su
detektirani u oba medija (uz dodatak i bez dodatka glukoze), pri ¢emu je dinamika nastanka
glavnog transformacijskog proizvoda nastalog N-demetilacijom, N-demetil-cis-tramadola, bila
vrlo sli¢na. Medutim, nastanak N,N-didemetil tramadola i naglasena akumulacija TRAM TP
277 a detektirani su isklju¢ivo kod kometaboli¢kih uvjeta, i to tek nakon inicijalne dvodnevne
akumulacije N,N-didemetil tramadola, ¢ija se koncentracija, nakon toga, postupno snizavala.
U skladu s tim zapazanjem, moze se pretpostaviti da je TRAM TP 277 a najvjerovatnije
nastao N-acetiliranjem N,N-didemetil tramadola, zbog ¢ega mu je pripisana struktura II
prikazana u Tablici 29. Nasuprot tome, transformacijski proizvodi TRAM TP 277 b ili 277 ¢
vjerojatno su nastali formilacijom dominantnog transformacijskog produkta, N-demetil-cis-
tramadola koji je predstavljao ukupno 80 + 5 % ukupne koncentracije N-demetiliranih
transformacijskih produkata, premda su, alternativno, mogli nastati i a-C-oksidacijom
tramadola u formamid. Teoretska alternativa za jedan od 3 izomerna transformacijska
proizvoda je i N-oksoetil, N-demetil-cis-tramadol, koji ima isti elementni sastav kao i
preostale 2 predlozene strukture. Medutim, ne postoje literaturni podatci o biokemijskom
mehanizmu koji bi mogao rezultirati nastajanjem ovog biotransformacijskog proizvoda zbog
¢ega taj spoj nije uvrsten kao jedan od kandidata za TRAM TP b ili c.

Najzastupljeniji biotransformacijski proizvod metadona bio je EDDP, ¢ije je nastajanje

bilo u korelaciji s istovremenim uklanjanjem metadona, kao §to je prikazano na Slici 31.
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Slika 31. Uklanjanje metadona, nastajanje transformacijskih produkata i sumarna molarna
koncentracija metadona i njegovih transformacijskih proizvoda u pokusima bioloske

razgradnje pomocu adaptirane kulture aktivnog mulja kod kometabolic¢kih uvjeta
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EDDP je predstavljao od 82 % do 92 % ukupno nastalih transformacijskih proizvoda
metadona, dok su preostala 2 transformacijska proizvoda bila znatno manje zastupljena.

Temeljem identifikacije transformacijskih proizvoda i uvida u dinamiku nastanka
identificiranih transformacijskih proizvoda, predlozeni su putevi biotransformacije tramadola
I metadona u uvjetima mikrobne razgradnje u aerobnim uvjetima koji su prikazani na Slikama
32i33.

N-demetilacija

TRAM TP 277b,c

[s] ¥

A

HzC NH N-acetilacija

TRAM TP 177a TRAM TP 135

Slika 32. PredloZeni biotransformacijski putevi tramadola u aerobnim uvjetima

HaC

EMDP

MTHD TP 324

Slika 33. Predlozeni biotransformacijski putevi metadona u aerobnim uvjetima
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Na temelju semikvantitativnih procjena molarnih koncentracija transformacijskih proizvoda
nacinjena je masena bilanca tramadola i1 njegovih transformacijskih proizvoda te metadona i

njegovih transformacijskih proizvoda koja je prikazana na slici 34.

100 -_r‘.__.‘_.’,+1_——-/-__—-
4 + * —_
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=
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“oap | —&— MTHD + TP (s glukozom)
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0 ! .
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Dan
Slika 34. Sumarne molarne koncentracije tramadola i metadona te njihovih transformacijskih

proizvoda

Unato€¢  nesigurnostima vezanim uz  semikvantitativnu  procjenu  koncentracija
transformacijskih proizvoda, pokazalo se da je sumarna koncentracija tramadola i njegovih
transformacijskih proizvoda kao i metadona i njegovih transformacijskih proizvoda bila
srazmjerno stabilna tijekom cijelog 14-dnevnog razdoblja pokusa (Slika 35), sto podcrtava
perzistentan karakter transformacijskih proizvoda nastalih tijekom biorazgradnje istrazivanih

opioida kod aerobnih uvjeta.
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Slika 35. Promjene ukupne koncentracije tramadola i njegovih transformacijskih produkata
tijekom aerobne razgradnje s dodatkom i bez dodatka glukoze kao lakorazgradljivog izvora

ugljika
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4.3.3. Ekotoksikoloska evaluacija bioloske transformacije tramadola i metadona
Provedeni pokusi bioloske razgradnje tramadola i1 metadona rezultirali su uklanjanjem
roditeljskih spojeva i istovremenim nastajanjem stabilnih transformacijskih proizvoda pri
¢emu niti u jednom od eksperimenata nije postignuta potpuna eliminacija odabranih opioidnih
analgetika, odnosno uklanjanje iznad 99 %. Stoga su svi uzorci iz pokusa bioloske razgradnje
sadrzavali razli¢ite udjele roditeljskih spojeva i njihovih transformacijskih proizvoda, §to se
odrazava 1 na stupanj inhibicije rasta algi u razli¢itim fazama pokusa.

Premda je razgradnja obaju opioida bila pradena akumulacijom prilino stabilnih
transformacijskih proizvoda, uklanjanje roditeljskih spojeva rezultiralo je proporcionalnim
smanjenjem toksi¢nosti za alge kod svih istrazivanih uvjeta razgradnje (Slika 36), uz
srazmjerno visok stupanj korelacije (Slika 37) izmedu koncentracije roditeljskog spoja u
podlozi i stupnja inhibicije rasta algi, $to implicira pozitivan ekotoksikoloski rezultat
postignutih aerobnih biotransformacijskih procesa.

Tramadol =0, dan = 14. dan
140
2o 116
X
= o 87 89
& 80 f
=
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g 40 1 )5
20
0
bez glukoze s glukozom
Metadon ®0.dan ®14.dan
140
121 417 120
120
< 100
=
£ 80
..’.U
‘560
)
£ 40
20

bez glukoze bez dodatnog izvora uz dodatni izvor N
N

Slika 36. Razlike u inhibiciji rasta algi na pocetku i kraju pokusa bioloske razgradnje
tramadola i metadona provedenih kod odabranih eksperimentalnih uvjeta
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Slika 37. Korelacija inhibicije rasta algi i koncentracije roditeljskih spojeva u podlozi u

pokusima bioloske razgradnje tramadola i metadona

Iako ni jedan od istrazivanih opioida nije visokotoksian za alge, u ovom je istrazivanju

mg L™).

Ipak, treba naglasiti da za transformacijske proizvode c¢ije referencijske tvari nisu bile
dostupne nije bilo moguce odrediti toksicnost za alge niti analiticke povrate, uslijed ¢ega se ne
moze u potpunosti iskljuciti mogucnost utjecaja potencijalnog gubitka tih spojeva tijekom
priprave uzoraka za ekotoksikolo$ku analizu na rezultate odredivanja inhibicije rasta algi u
uzorcima izuzetim na kraju pokusa. Medutim, vazno je istaknuti da je testiranje dostupnih
biotransformacijskih proizvoda metadona, EDDP-a (ECso = 10,9 mg L) i EMDPA (ECso =

15,5 mg L) potvrdilo njihovu nizu toksi¢nost za alge u odnosu na toksi¢nost roditeljskog
spoja (ECso = 5,42 mg L%).

Petra Kostanjevecki Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 141

Nadalje, rezultati ovog istrazivanja dobro se slazu s rezultatima istrazivanja®* koje je
potvrdilo pozitivan ekotoksikoloski uc¢inak fotokemijske razgradnje metadona, uz primjenu
testa s bioluminiscentnom bakterijom Vibrio fischeri. Osim toga, jo§ su neka istrazivanja
ukazala na potencijalno povoljan ekotoksikoloski uc¢inak transformacija ksenobiotika koji
ukljuéuju dialkilamino skupinu!®1%71% Medutim, vazno je istaknuti da je ekotoksikoloska
evaluacija biotransformacijskih procesa u ovom istrazivanju utemeljena isklju¢ivo na
odredivanju toksi¢nosti za alge, S$to je nedovoljno za donoSenje cjelovite procjene o
ekotoksikoloskoj prihvatljivosti procesa ukljuc¢enih u biorazgradnju tramadola i metadona kod
oksidativnih uvjeta. Naime, Bergheim i suradnici’® su, na temelju testova toksi¢nosti na
bakterije Pseudomonas putida i Vibrio fischeri pokazali da su transformacijski proizvodi
Gonzalez-Marifio i suradnici®® na temelju preliminarne ekotoksikoloske procjene nacinjene
upotrebom programa US EPA TEST (engl. Toxicity Estimation Software Tool) zakljucili da bi
toksi¢nost EDDP-a za organizam Daphnia magna mogla biti 16 puta visa od toksi¢nosti

metadona.

4.4. Uklanjanje tramadola i metadona ozoniranjem

Literaturni podatci jasno pokazuju da je uklanjanje tramadola i metadona u konvencionalnim
uredajima s biologkim pro¢is¢avanjem otpadnih voda vrlo slabo?43942434447 3 i prethodnom
je poglavlju pokazano da su =za njihovu Dbiolosku transformaciju neophodne
visokospecijalizirane mikrobne kulture. Zbog toga je vazno razmotriti alternativne i / ili
dodatne postupke za njihovo uklanjanje iz optereéenih otpadnih voda, pri ¢emu istaknuto
mjesto imaju napredne oksidacijske tehnike!?°,

Stoga je u ovom radu istraZzena razgradnja dvaju odabranih predstavnika opioidnih
analgetika, tramadola i metadona ozoniranjem. Istrazivanja su provedena u laboratorijskim

modelnim pokusima opisanim u poglavlju 3.6.3.
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44.1. Ucinkovitost i kinetika uklanjanja tramadola i metadona ozoniranjem

Pokusi ozoniranja provedeni su na nekoliko razina sloZenosti vodene matrice ¢ime je bilo
omoguceno sustavno proucavanje ¢imbenika koji utjeCu na uc¢inkovitost procesa i nastajanje
transformacijskih produkata. Kako bi se izbjegao utjecaj interferirajucih tvari iz matrice koje
bi mogle utjecati na brzinu razgradnje i otezati identifikaciju transformacijskih proizvoda, u
preliminarnim pokusima istrazena je kinetika uklanjanja u ultracistoj vodi. Krivulje uklanjanja
tramadola i metadona primjenom triju razli¢itih masenih koncentracija ozona (0,05 mg L7,

0,2 mg L™ te 0,5 mg L) prikazane su na Slici 38.

Tramadol

—e—vy (ozon) = 0,05 mg/L
#—v (ozon) =0,2 mg/L
#—v (ozon)=0,5 mg/L

~
=
6 8 10
t/ min
Metadon
—e—v (ozon) = 0,05 mg/L
#—v (ozon) =0.,2 mg/L
*—v (ozon) = 0,5 mg/L
=
=

6 8 10

#/ min

Slika 38. Kinetika uklanjanja tramadola i metadona u ultra¢istoj vodi primjenom triju

odabranih masenih koncentracija ozona
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U skladu s ocekivanjima, porastom koncentracije uvedenog ozona postignuto je brze
uklanjanje obaju opioidna analgetika. Ovi rezultati su u skladu s onima o kojima su izvijestili
Zoumpouli i suradnici*'!. U pokusima provedenim u ovom radu oba su opioida iz ultraiste
vode u potpunosti uklonjena u manje od 5 minuta, kod svih istrazivanih koncentracija ozona.
Primjenom 0,2 mg L™ ozona 99 %-tno uklanjanje tramadola postignuto je za manje od 2
minute, dok je za 99 %-tno uklanjanje metadona bilo potrebno 3 minute. Poveéanjem
koncentracije ozona nije postignuta proporcionalno visa brzina uklanjanja te je koncentracija
ozona od 0,2 mg L™ odabrana za provedbu daljnjih pokusa.

Kako bi se ispitao utjecaj vrijednosti pH medija na brzinu uklanjanja ozoniranjem, pokusi
ozoniranja provedeni su u vodenoj matrici koja je sadrzavala fosfatni pufer, pri ¢emu je
vrijednost pH varirala od 5 do 9. Krivulje uklanjanja tramadola i metadona kod vrijednosti pH

5,7,819, prikazane su na Slici 39.
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Slika 39. Kinetika uklanjanja tramadola i metadona u fosfatnim puferima razlicitih vrijednosti

pH primjenom ozona koncentracije 0,2 mg L™
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Ozoniranjem s 0,2 mg L 0zona u baziénim i neutralnim uvjetima (pH = 9, 8, 7) oba opioidna
analgetika u potpunosti su uklonjena u manje od 5 minuta, pri ¢emu je uklanjanje ipak bilo
brze u bazi¢nim uvjetima (pH = 9). Uklanjanje tramadola i metadona bilo je znatno usporeno
tek u kiselim uvjetima (pH = 5). U tim uvjetima u 5 je minuta uklonjeno svega 38 %
tramadola i 26 % metadona. Rezultati ukazuju na vaznost deprotoniranja amino grupe za
ucinkovitu reakciju s 0zonom. Metadon i tramadol su spojevi €iji bazi¢ni karakter odreduje
dimetilamino skupina te imaju vrlo sli¢énu konstantu disocijacije (pKa metadona 9,2; pKa
tramadola 9,4). Rezultati ukazuju da je za reakciju ozonom klju¢no da molekula bude
raspoloziva u deprotoniranom obliku. Sli¢no su zakljugili i Zoumpouli i suradnici'!!, koji su
postigli dvostruko visu u¢inkovitost uklanjanja metadona ozoniranjem u puferu vrjednosti pH
11 u odnosu na pufer vrijednosti pH 3.

Kako bi se istrazila u¢inkovitost uklanjanja obaju odabranih opioida u realnoj matrici,
provedeno je njihovo ozoniranje u proc¢is¢enoj otpadnoj vodi podrijetliom s CUPOVZ-a.
Eksperimenti su provedeni primjenom prethodno optimizirane masene koncentracije ozona

(y=0,2 mg L) i pH matrice 7,9. Rezultati su prikazani su na Slici 40.

1.0
TRAM
0.8 MTHD
0.6
~ 04
0.2
0.0
0 2 1 6 8 10

t/ min

Slika 40. Kinetika uklanjanja tramadola i metadona u proc¢is¢enoj otpadnoj vodi podrijetlom s
Centralnog uredaja za procis¢avanje otpadnih voda Grada Zagreba primjenom ozona

koncentracije 0,2 mg L

U 10 minuta, koncentracija tramadola u pro¢is¢enoj otpadnoj vodi snizena je za 91 %, a
metadona za 99 %. Treba naglasiti da se uklanjanje promatranih spojeva u procis¢enoj

otpadnoj vodi odvijalo dvostruko sporije nego u matricama koje nisu sadrzavale organsku tvar
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(Tablica 30), sto se moze pripisati snizenju koncentracije raspolozivog otopljenog ozona zbog
interakcije s organskom matricom pro¢iséene otpadne vode. Boleda i suradnici® uklanjali su
metadon ozoniranjem u nepro€iS¢enoj otpadnoj vodi te su postigli ukupnu eliminaciju od
samo 44 %. To ukazuje da izravno ozoniranje neprociS¢ene vode nije dobra opcija za
ucinkovito uklanjanje opioida. Visi stupanj uklanjanja metadona (99 %) koji je postignut u
ovom istrazivanju najvjerojatnije je posljedica znatno nizeg organskog opterecenja prociséene
u odnosu na neproc¢is¢enu otpadnu vodu. Taj rezultat ujedno sugerira da bi se ozoniranje
moglo primijeniti pri dodatnoj obradi bioloski proc¢is¢enih otpadnih voda.

Kineticki parametri ozoniranja tramadola i metadona u razliitim matricama primjenom
razli¢itih eksperimentalnih uvjeta odredeni su primjenom kinetickog modela prvog reda te

prikazani u Tablici 30.

Tablica 30. Usporedba kinetike uklanjanja tramadola i metadona ozoniranjem za razlicite

tipove vodenih matrica

. 0O3) / Tramadol Metadon

Matrica | pH J;n(g |_)-1 K/mint | twz/min | kK/min® | tw/min

0,05 0,53 1,31 0,87 0,78

Cista voda 7,6 0,2 2,37 0,29 1,74 0,40

0,5 5,07 0,14 2,41 0,29

5,0 0,13 5,55 0,05 13,9

Fosfatni 7,0 0.2 0,75 0,92 0,97 0,72

pufer 8,0 ’ 2,14 0,32 1,14 0,61

9,0 2,67 0,26 1,72 0,40

Prociséena | 54 | 4, 0,23 3,01 0,40 1,72

otpadna voda

Najdulje vrijeme poluraspada odredeno je za tramadol (5,55 min) i metadon (13,9 min) u
fosfatnom puferu ¢iji je pH bio podeSen na 5. Oc¢ekivano, najbrza razgradnja ozoniranjem
postize se u Cistoj vodi (najkrace vrijeme poluraspada zabiljeZeno je za tramadol (tiz =
0,14 min), ali ti uvjeti nisu relevantni za realne matrice. Ozoniranjem u realnoj matrici
pro¢iséene otpadne vode konstanta brzine reakcije uklanjanja tramadola bila je 0,23 min™,
dok je za metadon bila 0,40 min?, $to upuéuje na brzu kinetiku uklanjanja metadona

ozoniranjem u odnosu na tramadol.
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4.4.2. Identifikacija transformacijskih proizvoda tramadola i metadona nastalih
ozoniranjem

Uklanjanje tramadola i metadona ozoniranjem bilo je povezano s istovremenim nastajanjem
njihovih transformacijskih produkata. ldentifikacija nastalih transformacijskih produkata,
nacinjena je u ozoniranim uzorcima ciste vode ¢ime je otklonjena opasnost intereferencije
drugih tvari u postupku identifikacije. U pokusima ozoniranja tramadola identificirana su dva,
a u pokusima ozoniranja metadona tri transformacijska produkta. U Tablici 31 prikazani su
kromatografski i1 masenospektrometrijski parametri roditeljskin spojeva i njihovih

transformacijskih proizvoda nastalih ozoniranjem.

Tablica 31. Transformacijski proizvodi tramadola i metadona nastali ozoniranjem te njihovo
kromatografsko vrijeme zadrzavanja, elementni sastav, teorijske vrijednosti m/z te odstupanje

eksperimentalnih vrijednosti m/z od teorijskih

T Naziv Elementni
Roi'tgl.JSk' transformacijskog tr / min sastav (teoTi/'Zski) Amm[;; /
boJ proizvoda” [M+H]* J
- 3,78 C16H26NO2 | 264,1964 | +0,7
TRAM N-DM-TRAM! 3,78 C1sH24NO2 | 250,1807 | +1,3
TRAM-N-oksid?® 3,98 Ci16H26NOs | 280,1913 | -0,8
- 6,38 CxzH2sNO | 310,2171 | -0,6
EDDP! 5,87 C20H22N 278,1909 | +0,8
MTHD _
EDDP-N-oksid?® 5,34 C20H2NO | 294,1858 | -0,4
MTHD-N-oksid?® 8,26 C21H2sNO2 | 326,2120 | -1,8

“stupanj pouzdanosti identifikacije odreden prema Schymanski i sur.%

Ozoniranjem tramadola nastala su dva transformacijska proizvoda, od kojih je za jedan
vrijednost m/z bila 250,1807, $to odgovara sastavu protonirane molekule N-demetil-cis-
tramadola, dok je vrijednost m/z drugog transformacijskog produkta bila 280,1913, sto
odgovara sastavu protonirane molekule tramadol-N-oksida. lako su tramadol i N-demetil-cis-
tramadol koeluirali s kromatografske kolone, nedvosmislena identifikacija N-demetil-cis-
tramadola provedena je na temelju to¢ne mase i usporedbe spektara masa novonastalog
transformacijskog proizvoda i N-demetil-cis-tramadola. Glavni mehanizmi ukljuéeni u

transformaciju tramadola ukljuéivali su N-demetilaciju i N-oksidaciju roditeljskog spoja
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(Slika 41), sto je u skladu s literaturno opisanim mehanizmima transformacije spojeva koji

sadrze dialkilamino skupinu?*.

OH

TRAM-N-OKSID
Slika 41. Transformacijski procesi i nastali transformacijski produkti tramadola u pokusima

ozoniranja

Dinamika uklanjanja tramadola u prve 4 minute pokusa bila je pracena istovremenim
nastankom obaju identificiranih transformacijskih proizvoda (tramadol-N-oksida i N-demetil-

cis-tramadola), kao §to je prikazano na Slici 42.

100 + N

80 1

—+—TRAM
N-DM-TRAM

60 7 —+— TRAM-N-Oksid
O»Q

40 |

20 1

0 T T T

0 2 4 6 8 10

t/ min

Slika 42. Postotak uklanjanja tramadola te nastajanja njegovih transformacijskih produkata
N-demetil-cis-tramadola (N-DM-TRAM) i tramadol-N-oksida (TRAM-N-oksid) ozoniranjem
u ¢istoj vodi, y (O3) = 0,05 mg L*
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Medutim, nakon c¢etvrte minute, kada je tramadol bio u potpunosti uklonjen (> 99 %),
daljnjim je ozoniranjem, u sljede¢ih 6 minuta, iz medija u potpunosti uklonjen i N-demetil-
cis-tramadol (> 99 %), dok je koncentracija tramadol-N-oksida u tom razdoblju ostala
prakticki nepromijenjena, ukazujuéi na visoku stabilnost ovog transformacijskog proizvoda.
Ozoniranjem metadona nastala su tri transformacijska produkta, metadon-N-oksid
(m/z 326,2120), EDDP (m/z 278,1909) i EDDP-N-oksid (m/z 294,1858), sto je potvrdilo da su
i u transformaciji MTHD glavnu ulogu imali isti mehanizmi (N-demetilacija i N-oksidacija)
kao i u transformaciji tramadola. Metadon-N-oksid nastao je N-oksidacijom metadona, EDDP
njegovom N-demetilacijom i ciklizacijom, dok je EDDP-N-oksid nastao N-oksidacijom
EDDP-a (Slika 43). Iste su transformacijske proizvode detektirali i Postigo i suradnici?* u
pokusima fotokataliticke i fotolitiCke transformacije metadona u demineraliziranoj i

procis¢enoj otpadnoj vodi.

cH N-oksidaciia

e / O DD EDDP-N-OKSID
(0]
\ CH,

O O HsC_t _CH;,
N\

o} o

MTHD \H3c | cHy

MTHD-N-OKSID

HaC

Slika 43. Transformacija metadona u pokusima ozoniranja

Dinamika uklanjanja metadona ozoniranjem te nastajanja njegovih transformacijskih
proizvoda prikazana je na Slici 44. Uklanjanje metadona u prve 4 minute pokusa bilo je
praceno paralelnim nastankom EDDP-a i metadon-N-oksida te sporijim nastankom
EDDP-N-oksida. Medutim, nakon Cetvrte minute, kada je metadon bio u potpunosti uklonjen

(> 99 %), daljnjim je ozoniranjem zabiljezeno snizenje koncentracije EDDP-a koje je bilo
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pracen0 porastom koncentracije EDDP-N-oksida. Koncentracija metadon-N-oksida se, nakon

4. minute pokusa, kada je dostigla svoj maksimum, nije snizavala do kraja pokusa.

100 - -
80 -
60 -
"
407 MTHD
EDDP
20 —a— EDDP-N-Oksid
MTHD-N-Oksid
0 L T T 1 T
0 2 4 6 8 10

¢/ min

Slika 44. Uklanjanje metadona te nastajanje njegovih transformacijskih produkata
ozoniranjem u ¢&istoj vodi, y (O3) = 0,05 mg L. Metadon (MTHD), 2-etil-5-metil-3,3-difenil-
1-pirolina (EDDP), 2-etil-5-metil-3,3-difenil-1-pirolin-N-oksid (EDDP-N-oksid) te metadon-

N-oksid (MTHD-N-oksid)

Ovaj rezultat je u skladu s rezultatom za tramadol-N-oksid i ukazuje na izrazito visoku
stabilnost N-oksidiranih spojeva na daljnju razgradnju zbog ¢ega bi trebalo istraziti njihovu

ekotoksikolosku prihvatljivost.
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§5. ZAKLJUCAK

Strukturna raznolikost i brojnost opioidnih analgetika i njihovih metabolita predstavlja
znaCajan analiticki izazov te u dostupnoj literaturi ima vrlo malo radova koji pitanju
izlozenosti vodenog okolisa toj skupini spojeva pristupaju na sveoubuhvatan na¢in. U ovom
doktorskom radu su stoga razvijene analiticke metode za multirezidualno odredivanje tragova
27 opioidnih analgetika i njihovih transformacijskih produkata u otopljenoj i ¢vrstoj frakciji
otpadnih 1 prirodnih voda upotrebom vezanog sustava tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti i tandemne spektrometrije masa s trostrukim kvadrupolom. Da bi se postigla
potrebna osjetljivost i selektivnost metode, razvijeni analiti¢ki protokoli za analizu okoli$nih
uzoraka obuhvacaju i predobradu uzoraka u viSe koraka s ciljem da se prije same
instrumentne analize postigne $to veci stupanj obogacenja (koncentriranja) uzorka uz
istovremeno uklanjanje interferirajucih tvari. Za uzorke vode (otopljena faza) to je postignuto
selektivnom ekstrakcijom uz primjenu mijeSanog polimernog sorbensa koji omogucava
uéinkovito obogacivanje bazi¢nih opioidnih analita hidrofilno-lipofilnim interakcijama te
kationskom izmjenom. Zahvaljujué¢i tome razvijene metode obuhvacaju i izrazito polarne
opioide, kao §to su morfin i njegovi derivati, dihidromorfin, hidromorfin, oksimorfon,
morfin-3-p-D-glukuronid i morfin-6-B-D-glukuronid. Dodatna prednost takvog mijeSanog
sorbensa je povecanje selektivnosti metode primjenom sekvencijalnog eluiranja, ¢ime se
uklanjaju glavne anionske interferencije S§to je posebno vazno kada se radi o tesko
opterec¢enim uzorcima neprocis¢enih otpadnih voda.

Sto se ti¢e &vrstih uzoraka (suspendirana tvar, mulj i sediment), u¢inkovita ekstrakcija
postignuta je ubrzanom visokotlanom ekstrakcijom otapalom, a selektivnost metode
poveéana je dodatnim proc¢is¢éavanjem ekstrakata na slabim anionsko-izmjenjivackim
sorbensima. Usprkos svim poduzetim mjerama za smanjenje utjecaja matrice, kljucan
preduvjet za visoku tocnost i preciznost razvijenih metoda bila je upotreba prikladnih
izotopno obiljeZenih surogata analiziranih spojeva.

Tijekom razvoja metoda, posebna pozornost posvecena je oCuvanju integriteta uzoraka te
je istrazeno nekoliko nacina skladiStenja uzoraka prije instrumentne analize. Kao najbolji

odabir pokazalo se skladiStenje uzoraka u sorbiranom obliku (nakon propustanja uzorka vode
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i suSenja sorbensa) te eluacija analita sa sorbensa i priprava kona¢nog ekstrakta na dan
analize.

Validacijom konacnih protokola za analizu tekucih 1 ¢vrstih uzoraka potvrdena je visoka
pouzdanost razvijenih metoda za multirezidualnu analizu niskih koncentracija 27 opioidnih
analgetika i njihovih metabolita u svim relevantnim matricama u vodenom okolisu. Na taj
nacin stvoren je kljucni alat za sustavno pracenje rasprostranjenosti i ponasanja opioidnih
analgetika u otpadnim i prirodnim vodama s ciljem procjene njihova moguéeg utjecaja na
okolis. Osim toga, analizom otpadnih voda moguce je procijeniti dinamiku upotrebe raznih
opiodnih spojeva s ciljem da se ukaze na ilegalne izvore i1 potencijalnu zloupotrebu tih tvari
(epidemiologija otpadnih voda).

Razvijene metode primijenjene su za sustavno istrazivanje pojavnosti i zastupljenosti
opioidnih analgetika u vodenom okoliSu te se pokazalo kako je doprinos metabolita u ukupnoj
zastupljenosti opioidnih spojeva znacajan.

Sustavno istrazivanje provedeno u Centralnom uredaju za prociS¢avanje otpadnih voda
Grada Zagreba od 2017. do 2020. godine pokazalo je da je od analiziranih 27 opioidnih
spojeva njih 13 bilo prisutno u detektabilnim koncentracijama. Ukupna masena koncentracija
opioidnih analgetika u neprocis¢enim otpadnim vodama najces¢e je prelazila razinu od
1 ng L%, a najzastupljeniji predstavnici bili su tramadol, metadon i njihovi metaboliti.
Znacajan udio u ukupnoj koncentraciji tih opioida potjecao je od njihovih humanih metabolita
O- i N-demetil-cis-tramadola te EDDP-a. Treba naglasiti da je glavnina detektiranih opioida
bila prisutna u otopljenoj frakciji, dok je doprinos opioidnih analgetika vezanih za
suspendirane Cestice bio manji od 5 %. PoviSeni udjeli opioida mogu se na¢i na aktivnom
mulju u aearacijskom bazenu, ali te Cestice ne dospijevaju izravno u vodeni okoli§ jer se
izdvajaju u sekundarnom talozniku. Zbog toga se moze zakljuciti da se sekundarnim
efluentima u prirodne vode (u slucaju zagrebackog uredaja u rijeku Savu) opioidi unose
gotovo iskljucivo u otopljenom obliku.

Ucinkovitost uklanjanja pojedinih opioidnih spojeva u CUPOVZ-u detaljno je proucena
tijekom cCetverogodisnjeg razdoblja. Za manji broj opioida (6-acetilmorfin, morfin-3-B-D-
glukuronid i morfin-6-B-D-glukuronid) postize se relativno visok stupanj uklanjanja.
Medutim, za vecinu opioida, a posebno za najzastupljenije predstavnike, tramadol 1 metadon,
zabiljezeni su vrlo niski stupnjevi uklanjanja (6 %, odnosno 19 %) u klasi¢cnom uredaju za

mehanicko-biolosko prociS¢avanje s aktivnim muljem. To ukazuje da bi za uspjesnu
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eliminaciju takvih postojanih spojeva trebalo primijeniti dodatne naprednije tehnoloske
procese.

Analize opioidnih spojeva na CUPOVZ-u omogucile su procjenu trendova potroSnje tih
farmaceutika na podru¢ju Grada Zagreba. Pra¢enjem tjedne dinamike zakljuCeno je da je
stopa potrosnje vikendom i radnim danom ujednacena, $to i jest karakteristicno za opijate.
Osim toga, podatci 0 masenim protocima glavnih opioida u CUPOVZ-u usporedeni su sa
sluzbenim godisnjim izvjes¢ima o potrosnji lijekova koju izdaje HALMED te je utvrdena
dobra korelacija.

U tom je kontekstu zanimljivo napomenuti da su izmjerene koncentracije opioida u
prociséenim otpadnim vodama kod nas bile sli¢ne ili nize od literaturno dostupnih podataka,
osim anomalno povisene koncentracije tramadola u otpadnoj vodi Grada ZapreSica. Buduc¢i da
je u tom uzorku udio roditeljskog spoja bio mnogo visi nego u tipi¢nim komunalnim
otpadnim vodama, takva situacija ukazala je na postojanje dodatnog neterapijskog izvora
tramadola, kao §to su otpadne vode farmaceutske industrije ili odbaceni lijekovi.

Odredivanja opioida u rijeci Savi pokazala su prisutnost promatranih spojeva u vrlo
niskim koncentracijama reda veli¢ine ng L™ i samo su najzastupljeniji opioidi, tramadol,
metadon i njihovi metaboliti, detektirani u svim uzorcima. Opcenito se moze reéi da
izmjerene koncentracije opioidnih analgetika u Savi ne predstavljaju opasnost u pogledu
akutne toksi¢nosti za vodene organizme. Prostorna raspodjela, koja je pracena na
longitudinalnom odsje¢ku od Sentjakoba u Sloveniji do Siska, odrazavala je polozaj glavnih
ispusta komunalnih otpadnih voda, a glavni izvori unosa bili su otpadne vode najvecih
gradova, Zagreba i Ljubljane. Istodobno prac¢enje koncentracija najrasprostranjenijih opioida
tramadola 1 metadona 1 njihovih metabolita u uredajima za prociS¢avanje otpadnih voda i
rijeci Savi omogucilo je promatranje masene bilance tih spojeva na promatranom odsjecku
rijeke Save. Bilanca je ukazala na vrlo konzervativno ponasanje tramadola, a u manjoj mjeri i
metadona, Sto ukazuje da su moguci eliminacijski procesi (bioloSka razgradnja, fotokemijska
razgradnja) bili vrlo slabi.

Zbog visoke zastupljenosti u otpadnim vodama, slabe ucinkovitosti uobicajenog
proc¢is¢avanja otpadnih voda u postupku s aktivnim muljem i postojanosti u okoli$u, nuzno je
razmotriti alternativne tehnoloske procese za uklanjanje teSko razgradljivih opioida kao $to su
tramadol 1 metadon. Istrazivanja provedena u ovom radu pokazala su da je bioloska

razgradnja tramadola i metadona moguca tek s posebno obogacenim mjesovitim mikrobnim
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kulturama. Proces adaptacije prilikom kojega se odvija selekcija mikroorganizama sposobnih
za transformaciju je vrlo dugotrajan i zahtijeva pazljiv odabir medija u pogledu dostupnosti
dodatnih izvora ugljika i dusika. U optimalnim kometabolickim uvjetima za oba opioidna
analgetika postignuta je relativno visoka ucinkovitost uklanjanja (> 80 %). Medutim
mikrobna razgradnja bila je pracena istodobnim formiranjem i akumulacijom 5 stabilnih
transformacijskih produkata tramadola te 3 transformacijska produkta metadona, a glavni
mehanizam transformacije bio je N-demetilacija. Uklanjanje roditeljskih spojeva rezultiralo je
proporcionalnim smanjenjem toksicnosti za alge, Sto implicira pozitivan ekotoksikoloski
rezultat provedenih biotransformacijskih procesa.

Buduéi da je za provedbu biotickih transformacijskih procesa nuzna dugotrajna prethodna
priprava visokospecijalizirane mikrobne kulture, alternativno je istrazena abioti¢ka razgradnja
tramadola 1 metadona ozoniranjem. Pokazano je da je kinetika uklanjanja vrlo brza pri ¢emu
su uklanjanju tramadola i metadona pogodovali bazi¢ni uvjeti. To ukazuje na vaznost
deprotoniranja amino grupe za ucinkovitu reakciju s ozonom. U proci§¢enoj otpadnoj vodi
ozoniranjem je u 10 minuta postignuto uklanjanje vise od 90 % obaju opioidna analgetika, §to
upucuje da bi se ozoniranje moglo primijeniti u dodatnoj obradi bioloski procis¢enih otpadnih
voda. Medutim, kao i u slucaju bioloske razgradnje, uklanjanje roditeljskih spojeva bilo je
povezano s nastajanjem stabilnih transformacijskih produkata, pri ¢emu su glavni mehanizmi
u transformaciji bili N-demetilacija i N-oksidacija. Moguce Stetne ucinke tih transformacijskih
produkata trebalo bi uzeti u obzir prilikom procjene u€inkovitosti ozoniranja za smanjenje

okolisnog rizika.
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

APCI - kemijska ionizacija na atmosferskom tlaku

APPI — fotoionizacija na atmosferskom tlaku

BUP - buprenorfin

BUP-d* — buprenorfin-da

COD - kodein

COD-d? - kodein-ds

CUPOVZ — Centralni uredaj za proc¢iS¢avanje otpadnih voda Grada Zagreba
DCOD - dihidrokodein

DCOD-d? - dihidrokodein-ds

DDD /1000 / dan — definirana dnevna doza na tisu¢u stanovnika po danu
DMOR - dihidromorfin

EC — novi tipovi zagadivala (engl. emerging contaminants)

EDA — analiza usmjerena u¢incima

EDDP - 2-etil-1,5-dimetil-3,3-difenilpirolin

EDDP-d? — 2-etilidien-1,5-dimetil-3,3-difenilpirolidin-ds

EM — etilmorfin

EMDP - 2-etil-5-metil-3,3-difenil-1-pirolin

ESI - ionizacija elektrorasprSenjem

FNT — fentanil

FNT-d® — fentanil-ds

GC - plinska kromatografija

HALMED - Hrvatska agencija za lijekove i medicinske proizvode
HC — hidrokodon

HC-d? - hidrokodon-ds

HM — hidromorfon

HM-d? — hidromorfon-ds

HPLC - tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
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HRMS — spektrometrija masa visoke rezolucije

IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry

LC - teku¢inska kromatografija

LC-MS/MS — vezani sustav tekucéinske kromatografije i tandemne spektrometrije masa

Leu-Enk — leucin-enkefalin
MOR — morfin
MOR-d® — morfin-ds

MRM - tehnika pracenja viSestrukih reakcijskih tranzicijskih iona

MS — spektrometrija masa

MS-MS — tandemna spektrometrija masa
MTHD — metadon

MTHD-d?® — metadon-ds

M3G — morfin-3-p-D-glukuronid
M3G-d?® — morfin-3- B-D-glukuronid-ds
M6G — morfin-6-p-D-glukuronid

NFNT — norfentanil

NFNT-d° — norfentanil-ds

NHC — norhidrokodon

NHC-d? — norhidrokodon-ds

NOC — noroksikodon

norBUP — norbuprenorfin

norBUP-d? — norbuprenorfin-ds
norCOD - norkodein

norMOR — normorfin

N-DM-TRAM - N-demetil-cis-tramadol
OC - oksikodon

OC-d® - oksikodon-ds

OM - oksimorfon

OM-d? — oksimorfon-ds

Orbitrap — analizator masa s linearnom stupicom za ione

O-DM-TRAM - O-demetil-cis-tramadol
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PLE — ubrzana visokotla¢na ekstrakcija otapalom

POCIS - diskovi sa sorbensima prikladnima za ekstrakciju polarnih organskih tvari

PP — propoksifen

PP-d° — propoksifen-ds

tr — vrijeme zadrzavanja

SD - standardna devijacija

SENT - sufentanil

SFNT-d° - sufentanil-ds

SPE - ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

SPM - suspendirane Cestice

TP — transformacijski proizvodi

TRAM - tramadol

TRAM-O-Cd? - tramadol-O-Cds

UHPLC - tekuc¢inska kromatografija ultravisoke djelotvornosti
UPOQV - uredaj za procis¢avanje otpadnih voda
Q/ToF — analizator masa mjerenjem vremena leta
QqQ - analizator masa s trostrukim kvadrupolom
6-AM — 6-acetilmorfin

6-AM-d? — 6-acetilmorfin-ds
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Vil

Tablica I. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene 2017. godine u neproc¢iséenim otpadnim vodama u Centralnom uredaju za

proci$éavanje otpadnih voda Grada Zagreba. Popis Kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Neprodiséena otpadna voda (y / ng L) — 2017. godina

15.01. | 17.01. | 05.02. | 07.02. | 12.03. | 14.03. | 09.04. | 11.04. | 28.05. | 30.05. | 25.06. | 27.06. | 02.07. | 04.07. | 27.08. | 29.08. | 24.09. | 26.09. | 15.10. | 17.10. | 26.11. | 28.11. | 10.12. | 12.12.
2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. 2017. 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017.
Q /m3 dan'l 306618 275270 364598 484362 284323 289428 266747 279441 246064 257166 326643 249069 245564 242609 216545 320202 306437 298111 258759 262648 638451 334950 406582 549807
M3G 24,2 12,2 10,7 8,9 12,9 14,0 15,2 9,2 9,1 9,3 10,2 18,4 6,3 2,6 < GK 75 <GK 3,6 <GK <GK 7,9 13,0 49 2,6
norMOR 35 4,1 4,1 8,3 22,6 18,9 18,1 19,0 355 29,2 18,5 26,6 16,6 21,3 11,6 115 2,3 9,3 17,1 16,9 39 75 2,1 4,6
M6G 3,7 <GK 2,1 <GK 7,2 71 43 2,3 <GK <GK <GK 2,8 34 33 <GK 25 <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR 51,9 58,5 50,1 72,3 96,6 90,6  101,1 99,6 1060 1173 729 88,0 85,9 98,3 89,2 78,0 86,7 76,7 100,1 92,2 37,1 85,5 24,2 41,1
OoM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GCGK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD 12,4 10,5 13,9 11,2 20,4 24,5 17,2 13,9 20,3 22,3 11,5 17,3 22,4 28,0 17,3 12,5 15,8 52 13,5 23,7 6,8 12,0 2,2 5,7
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM | 429,7 430,7 467,7 6983 8065 8015 6874 6542 8706 8928 5228 6221 6594 8273 7986 6995 5922 3571 7926 869,2 3004 4869 1244 2352
COD 1770 1853 1553 157,3 1835 1785 2195 1835 1757 1816 921 1948 1805 1833 1890 1493 1650 1554 1668 1860 79,8 1466 26,2 66,1
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM 42 53 8,2 6,4 6,0 4,0 51 5,6 6,1 38 38 5,6 4,9 71 6,3 42 7,6 6,2 7,6 5,7 33 8,0 3,6 3,2
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 4970 469,1 5165 7023 897,0 8480 7420 6401 11140 9666 8583 9980 6738 9470 8224 707,1 667,7 4158 872,0 9140 3444 6145 3252 7921
N-DM-TRAM 156,3 1358 148,7 2143 3343 330,8 1991 1775 268,8 249,1 1689 1981 2298 252,7 2190 2020 171,8 1045 2278 2151 96,2 176,1 57,3 72,1
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP 8,6 7,3 9,4 3,9 8,5 8,8 59 5,0 9,1 8,0 5,2 55 49 55 3,9 4,0 4.8 2,9 3,2 <GK 49 2,7 2,1 4,6
EDDP 80,7 69,9 70,7 1143 1364 1228 1544 152,6 142,2 139,8 128,66 1335 1355 140,7 1163 1243 1322 123,66 1492 150,1 88,1 1321 1223 67,2
PP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SFENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 37,5 38,1 37,0 56,9 70,4 66,2 72,3 68,4 62,6 69,9 71,4 61,9 63,4 74,6 64,9 69,5 74,1 73,7 82,4 88,0 47,4 79,4 68,9 30,0

Petra Kostanjevecki

Doktorska disertacija




§ 8. Dodatak VI

Tablica Il. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene 2017. godine u proc¢i§¢enim otpadnim vodama u Centralnom uredaju za
proci$éavanje otpadnih voda Grada Zagreba. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

ProdiSéena otpadna voda (y / ng L) — 2017. godina

15.01. | 17.01. | 05.02. | 07.02. | 12.03. | 14.03. | 09.04. | 11.04. | 28.05. | 30.05. | 25.06. | 27.06. | 02.07. | 04.07. | 27.08. | 29.08. | 24.09. | 26.09. | 15.10. | 17.10. | 26.11. | 28.11. | 10.12. | 12.12.
2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. 2017. 2017. 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017. | 2017.
Q /m3 dan'1 304233 268498 357105 475635 277202 279838 259613 270712 237792 249730 316007 241779 237117 234728 213244 318441 298095 289452 252749 256356 623097 327121 396295 535422
M3G <GK <GK 1,0 <GK <GK 1,0 <GK 1,2 <GK <GK <GK <GK 0,8 <GK <GK <GK <GK 2,1 <GK <GK <GK <GK <GK <CGK
norMOR 43 3,8 2,2 3,6 9,0 8,0 10,6 8,9 4,4 6,3 53 3,0 2,6 58 2,8 2,8 1,6 34 2,4 2,9 1,6 19 1,0 14
M6G <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK 11 <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR 29,3 243 30,6 41,0 32,3 45,9 46,0 52,4 41,3 28,2 17,8 17,2 13,3 23,0 17,2 9,6 11,3 13,2 15,9 12,8 17,5 18,7 12,0 23,3
OoM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD 11,2 8,1 14,2 6,5 234 215 20,4 18,0 22,4 20,6 12,8 13,8 14,0 28,9 15,2 6,5 9,8 6,3 134 8,2 10,3 10,3 1,7 5,6
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM | 372,3 3352 4117 6753 806,7 8011 609,7 5981 8523 8453 5954 6075 6254 8081 7981 6732 5410 3426 7325 7640 3033 4691 1110 2344
COD 75,3 70,6 81,0 97,3 99,5 94,4 99,3 1143 1042 1844 57,1 1050 754 1656 1183 63,8 91,3 936 1193 883 748 1078 251 80,5
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
ocC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM <GK <GK <GK <GK 1,7 1,6 <GK <GK 1,2 <GK <GK <GK 15 <GK <GK 1,6 <GK 1,3 <GK 1,1 <GK <GK <GK 2,2
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 389,6 3423 4196 6863 807,7 8028 6874 6468 11388 10056 7049 9519 7782 8791 7185 6740 5875 3753 8720 7076 3166 603,7 3065 6984
N-DM-TRAM | 198,3 2420 222,6 1383 3324 4754 2514 2266 3984 3275 2333 2334 1950 2549 2389 1343 1712 1853 3349 2296 995 1886 52,7 92,6
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP <GK 2,3 59 12 6,7 6,4 39 31 5,0 4.4 4,0 2,5 2,9 2,5 3,7 3,8 52 <GK 4,3 19 3,6 3,8 11 2,1
EDDP 102,3 81,1 94,4 100,1 89,6 86,2 795 109,7 107,3 92,4 96,2 1043 1064 1164 1116 980 1288 1318 130,1 1183 79,7 97,0 1186 839
PP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 49,8 38,3 38,2 56,3 41,1 43,2 37,1 58,5 60,6 455 45,1 52,9 55,1 58,1 63,2 44,9 58,2 69,1 60,3 50,0 41,6 44,1 32,6 42,3

Petra Kostanjevecki Doktorska disertacija




§ 8. Dodatak I1X

Tablica I1l. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene 2018. godine u neprocis¢enim otpadnim vodama u Centralnom uredaju
za procis¢avanje otpadnih voda Grada Zagreba. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Nepro¢&iséena otpadna voda (y / ng L)) — 2018. godina

14.01. | 16.01. | 18.02. | 20.02. | 11.03. | 13.03. | 22.04. | 24.04. | 20.05. | 22.05. | 10.06. | 12.06. | 08.07. | 10.07. | 26.08. | 28.08. | 23.09. | 25.09. | 28.10. | 30.10. | 25.11. | 27.11. | 16.12. | 18.12.
2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018. 2018. 2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018. 2018. 2018. 2018. | 2018. 2018. 2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018.
Q /m3 dan'1 400138 393813 612570 439436 536889 567265 369747 359593 306632 302497 269596 332237 266024 260057 620111 246561 230270 253697 347915 292059 615626 317702 294719 294325
M3G 8,6 8,7 14,2 15,8 59 8,9 7,6 45 8,4 5,0 8,7 51 8,2 6,3 16,8 10,3 7,0 17,8 7,8 15,6 9,6 10,9 8,3 12,5
norMOR 9,4 14,9 47 10,1 75 8,6 8,8 10,7 7,3 10,5 14,6 7,2 14,2 16,6 51 18,8 18,3 10,8 8,7 10,4 6,2 10,8 15,8 16,8
M6G 33 <GK <GK <GK 2,6 2,5 43 2,1 3,1 <GK 3,7 2,2 4,2 43 2,4 4,2 <GK 4,0 23 4,1 <GK 3,0 38 3,2
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR 96,5 80,3 44,9 77,7 66,9 69,0 1298 137,7 1170 1473 1418 101,8 1357 1313 58,4 1274 1449 1369 99,3 1398 396 1044 1522 1552
OoM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD 174 10,9 9,2 9,4 9,3 8,2 11,3 20,3 15,8 115 15,1 9,6 16,4 15,2 6,2 18,3 16,8 12,0 8,9 14,8 6,2 13,0 18,2 17,2
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM | 498,7 5259 3383 4295 3134 3665 5329 6206 6714 6016 6019 4586 6135 6488 2582 6695 9110 5664 5661 6404 2071 5332 7741 7605
COD 1356 106,55 55,6 948 1026 1170 150,8 161,7 1587 1654 1903 1176 2080 1828 73,7 1837 2136 1637 1289 1714 530 1328 1966 1918
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM 5,0 48 4,1 6,8 45 5,0 6,2 57 4,4 7,2 6,6 6,9 6,0 6,4 34 71 43 6,9 8,2 211 2,7 55 9,3 10,5
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 6479 6762 4675 6508 7258 1030,0 6923 7566 7931 6204 7616 5820 13919 18050 3759 8732 19112 9792 559,3 878,7 2820 700,3 9690 938,6
N-DM-TRAM 1738 176,2 1236 163,1 104,3 118,8 160,1 1940 1999 163,6 2036 1454 217,2 192,6 96,0 229,6 238,1 183,8 139,3 1918 67,3 184,4 2520 264,1
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP 9,2 6,2 49 <GK 5,6 51 6,6 22,4 51 75 49 5,9 8,1 3,9 <GK 10,9 14,8 59 < GK 4,3 <GK 45 9,1 9,6
EDDP 1242 105,1 70,4 109,9 1123 128,7 1412 1474 1433 1540 1555 1401 159,2 167,1 85,9 154,3 186,3 1548 1336 142,0 72,4 1273 167,8 164,3
PP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 65,8 64,6 32,1 53,3 54,7 65,0 68,2 711 69,5 77,7 74,2 61,9 87,0 88,0 41,6 83,0 79,2 84,2 58,4 79,6 33,4 68,7 77,6 78,1

Petra Kostanjevecki Doktorska disertacija




§ 8. Dodatak X

Tablica 1V. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene 2018. godine u procis¢enim otpadnim vodama u Centralnom uredaju za
proci$éavanje otpadnih voda Grada Zagreba. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

ProdiSéena otpadna voda (y / ng L) — 2018. godina

14.01. | 16.01. | 18.02. | 20.02. | 11.03. | 13.03. | 22.04. | 24.04. | 20.05. | 22.05. | 10.06. | 12.06. | 08.07. | 10.07. | 26.08. | 28.08. | 23.09. | 25.09. | 28.10. | 30.10. | 25.11. | 27.11. | 16.12. | 18.12.
2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018. 2018. 2018. 2018. | 2018. 2018. 2018. 2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018. | 2018.
Q /m3 dan'1 387299 380639 596359 430212 524708 555871 363764 351707 298241 295487 258827 319119 256639 253738 612254 241659 223412 246790 337077 287239 599314 311695 285090 284661
M3G <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK 1,3 6,0 33 2,1 <GK 2,3 <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norMOR 13,1 8,7 3,2 51 3,3 45 2,3 6,9 47 3,0 8,7 8,7 4,9 2,6 2,4 3,2 <GK <GK <GK <GK 2,8 34 73 7.4
M6G 19 <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK 4,8 2,3 15 1,6 15 <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR 28,1 30,3 26,2 31,2 38,6 42,9 37,5 51,3 28,6 29,2 22,9 18,8 10,1 11,8 6,4 11,1 17,7 13,8 24,5 21,7 30,5 26,5 59,8 60,3
OoM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD 27,5 20,9 6,2 9,1 51 12,5 14,6 14,0 12,9 6,8 16,7 10,8 10,6 8,2 4,1 7,3 12,4 11,4 12,3 9,4 10,0 10,6 12,3 17,7
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM 6717 6634 3363 4240 3248 4182 6152 6572 7322 6046 7108 5706 6120 6859 2681 6973 8026 6703 8464 5469 4629 5485 8530 7920
COD 1096 1053 81,6 97,0 1012 98,6 975 1290 740 75,4 76,8 65,2 41,5 55,7 29,5 45,6 103,7 79,6 130,3 888 94,7 939 1742 1754
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM 15 1,0 <GK <GK <GK 15 14 1,6 1,0 <GK 3,1 1,7 <GK <GK 15 1,4 <GK <GK <GK 15 <GK <GK 14 2,0
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 6757 6518 2839 3954 3747 800,1 6220 649,7 6828 5330 6514 573,66 12425 15075 306,7 7529 23375 22712 8367 5419 4590 501,7 8985 8520
N-DM-TRAM 1929 1853 1088 1432 97,3 1555 1894 2156 2569 2112 206,1 193,0 2217 249,6 76,7 211,0 304,3 210,5 2420 1430 1256 1341 286,6 256,7
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP 33 3.8 2,8 3,7 3,6 5,6 3,6 4,1 31 4,6 3,0 2,4 <GK 3,6 <GK 35 <GK <GK 4,2 2,4 4,6 <GK 3,1 51
EDDP 110,5 92,0 82,9 111,3 92,3 1026 1290 1371 1474 1414 1584 152,0 129,3 165,3 81,4 128,4 165,3 119,4 1846 1060 100,8 1009 1574 1455
PP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 53,7 445 33,4 44,0 45,2 49,3 49,2 56,0 51,3 45,6 51,1 50,9 59,2 61,0 41,0 51,4 68,0 54,1 74,6 455 44,2 42,6 70,6 62,3
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Tablica V. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene 2019. godine u neproci$¢enim otpadnim vodama u Centralnom uredaju za
prociséavanje otpadnih voda Grada Zagreba. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Neprodiséena otpadna voda (y / ng L) — 2019. godina

13.01. | 15.01. | 03.02. | 05.02. | 24.03. | 26.03. | 14.04. | 16.04. | 05.05. | 07.05. | 02.06. | 04.06. | 30.06. | 02.07. | 25.08. | 27.08. | 08.09. | 10.09. | 27.10. | 29.10. | 24.11. | 26.11. | 08.12. | 10.12.
2019. | 2019. | 2019. | 2019. 2019. 2019. | 2019. | 2019. | 2019. 2019. 2019. | 2019. | 2019. | 2019. 2019. 2019. | 2019. | 2019. | 2019. | 2019. | 2019. | 2019. | 2019. | 2019.
Q /m3 dan'l 284013 280728 387085 332821 263594 407262 357845 317337 559723 282239 471840 328060 253276 277997 224558 243665 428998 267896 260237 401095 423228 388287 363330 553307
M3G 10,7 12,8 75 21,6 49 51,7 21,9 28,1 23,1 15,7 251 4.4 59 3,0 2,3 57 7,2 11,8 53 8,6 9,4 111 8,2 40,1
norMOR 13,0 18,3 10,5 13,5 19,8 17,2 13,9 11,6 71 17,7 12,4 15,8 17,5 20,1 16,7 15,1 10,6 9,2 27,6 17,4 12,4 19,0 16,7 14,0
M6G 2,3 3,8 <GK 3,4 3,6 55 58 7,3 3,3 4,1 5,6 2,1 3,7 2,9 <GK 35 <GK 74 2,3 <GK 2,2 <GK <GK 49
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR 1298 1444 82,0 97,9 170,9 118,8 1455 1619 76,9 169,3 1241 1452 1771 1512 95,8 104,3 95,7 1190 163,3 1191 110,7 132,8 140,7 177,6
OoM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD 13,3 20,6 8,5 9,7 19,3 15,6 17,4 9,9 9,3 194 9,7 15,9 17,4 13,2 11,3 10,5 1,7 15,6 16,0 11,8 11,3 15,9 9,6 8,0
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM | 7765 8679 4858 5445 7736 6694 6193 4707 3554 6781 5040 6461 7778 6679 9126 9838 5341 7643 9072 6516 6399 7740 7495 467,0
COD 204,3 2042 1414 1340 276,9 170,4 1942 1655 116,8 240,4 168,7 1984 264,7 2254 223,0 118,3 109,9 1785 2255 1936 1441 1873 2022 1193
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
ocC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM 10,5 8,9 51 8,0 53 5,7 6,1 49 5,7 75 8,3 4,4 53 49 2,5 5,6 2,8 75 9,5 6,8 8,2 8,8 12,6 7,2
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 850,6 8740 556,0 7532 10452 8657 690,9 6559 5054 2059,9 667,1 8543 9139 7938 19089 8582 4872 7144 8514 651,7 5720 680,1 9182 805,11
N-DM-TRAM 2543 2715 1719 2211 285,1 2231 1881 147,0 1491 235,3 166,2 200,7 2414 196,1 373,8 2675 1489 1651 2374 1683 1855 2238 218,0 14572
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP 18,0 17,1 11,5 3,6 3,6 7,0 <GK 4,7 49 53 3,7 5,0 3,8 6,0 <GK 4,6 <GK <GK 5,2 7,2 39 6,0 4,2 4,1
EDDP 158,8 1542 1112 1152 184,5 133,0 1375 1274 118.2 156,7 112,3 130,8 1883 167,3 1731 151,3 106,0 123,6 1657 1535 1105 1225 1305 99,1
PP <GK <GK <GK <GCGK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SFENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 75,4 82,6 53,9 61,2 95,4 72,3 69,3 74,1 57,5 85,6 53,9 68,2 98,6 86,5 82,9 61,8 49,6 67,9 77,9 76,6 54,0 66,2 68,8 54,2
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Tablica VI. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene 2019. godine u procis¢enim otpadnim vodama u Centralnom uredaju za
proci$éavanje otpadnih voda Grada Zagreba. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

ProdiSéena otpadna voda (y / ng L) — 2019. godina

13.01. | 15.01. | 03.02. | 05.02. | 24.03. | 26.03. | 14.04. | 16.04. | 05.05. | 07.05. | 02.06. | 04.06. | 30.06. | 02.07. | 25.08. | 27.08. | 08.09. | 10.09. | 27.10. | 29.10. | 24.11. | 26.11. | 08.12. | 10.12.

2019. | 2019. | 2019. | 2019. 2019. 2019. | 2019. | 2019. | 2019. 2019. 2019. | 2019. | 2019. | 2019. 2019. 2019. 2019. | 2019. | 2019. | 2019. | 2019. | 2019. 2019. 2019.
Q /m3 dan'1 274911 270103 377586 326988 256431 400801 345644 310148 544604 274388 459698 317976 246945 269140 222594 239906 421261 260797 253795 388709 409451 379697 351081 542019
M3G 1,3 <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK 18 2,0 1,3 18 14 12
norMOR 11,0 12,5 11,8 50 7,7 52 3,1 39 4,6 4.8 3,2 39 2,1 4,3 1,6 31 2,8 4,2 35 6,3 3,6 37 4,1 50
M6G <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR 91,2 79,1 64,1 64,4 66,5 46,0 28,8 44,3 42,6 32,4 26,6 28,1 16,8 22,9 13,2 17,3 17,2 12,0 34,4 77,5 54,9 53,0 85,7 65,7
OoM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD 16,9 20,8 17,0 15,0 21,3 14,3 12,6 14,8 9,3 16,5 8,6 12,2 9,2 12,5 9,1 9,8 7,6 10,2 18,8 19,5 12,3 9,8 13,9 7.8
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
(T)EQ?A'\ICA- 8517 8771 7872 700,3 1047,9 5953 6500 779,2 4967 7880 4914 7778 8655 8340 13045 10004 8048 7283 9341 7624 6103 6446 7318 4687
COD 2005 200,7 1474 1689 189,1 117,8 1252 1460 129,3 129,5 106,9 1340 91,7 100,0 79,9 72,7 76,3 66,4 1549 166,6 1141 1121 162,4 96,9
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM 1,2 15 <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK 15 24 11 <GK <GK <GK 19 <GK 1,6 2,4
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 8609 859,7 7174 6340 10280 6114 6847 7714 588,7 15473 5735 7918 883,7 8351 858,8 836,6 646,5 689,3 8788 758,1 5746 5854 11443 706,1
.Nré%“ﬁ 298,7 2914 2720 2286 3094 1669 2041 2296 1650 257,7 1610 2279 2792 2649 2871 228,7 1898 1622 2575 2023 1545 161,1 177,7 1083
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP 54 11,1 8,3 9,0 7,3 2,8 45 3,6 2,1 2,1 4,0 15 2,8 3,6 <GK <GK 43 4.3 2,3 3,3 <GK <GK 2,0 1,3
EDDP 156,6 1469 1185 1100 170,0 102,3 1252 1444 1174 134,3 112,2 130,6 186,7 1719 156,9 159,4 100,5 99,7 162,6 1558 1043 1149 126,3 88,1
PP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SFENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 77,1 68,4 55,9 53,4 84,9 50,8 58,5 65,1 56,5 56,9 48,6 54,3 76,4 69,0 75,2 73,2 48,6 43,7 74,7 68,1 44,9 48,8 55,9 37,7
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Tablica VII. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene 2020. godine u neproc¢is¢enim otpadnim vodama u Centralnom uredaju
za procis¢avanje otpadnih voda Grada Zagreba. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Neprodiséena otpadna voda (y / ng L) — 2020. godina

26.01. | 28.01. | 23.02. | 25.02. | 15.03. | 17.03. | 10.05. | 12.05. | 07.06. | 09.06. | 05.07. | 07.07. | 30.08. | 01.09. | 27.09. | 29.09. | 25.10. | 27.10. | 08.11. | 10.11. | 13.12. | 15.12.
2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. 2020. 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. 2020. 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020.
Q /m3 dan’1 305538 333015 283709 286837 291733 294224 257749 466261 272849 381362 246617 465361 228563 573744 246195 312881 624271 484387 282779 277426 364501 326089
M3G 11,8 7,6 19,3 16,0 17,3 13,7 9,4 28,4 19,1 29,2 17,7 27,3 8,9 36,7 16,1 28,2 30,8 19,9 8,6 10,3 10,8 115
norMOR 22,0 20,2 20,0 20,2 21,9 18,1 14,1 9,8 20,4 20,8 23,9 10,2 10,2 8,9 20,5 17,6 75 9,7 17,4 16,5 12,8 12,8
M6G <GK <GK <GK 2,0 2,2 2,7 35 3,3 3,9 3,3 34 2,3 <GK 3,8 2,9 47 3,7 2,9 2,1 2,5 <GK <GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR 1432 1179 1148 1070 1099 1076 643 60,8 70,8 60,1 68,4 60,9 66,6 39,5 60,3 97,5 59,4 749 1389 1354 1012 1130
oM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD 14,9 17,0 20,8 135 12,6 10,0 9,9 9,6 12,6 10,6 10,7 75 11,4 71 10,6 10,4 6,5 6,5 11,5 11,2 49 9,7
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM | 7758 7365 7376 8181 6588 710,1 7960 4637 8832 6788 8899 5449 9553 4515 7259 9633 3464 460,7 7392 7615 5479 590,2
COD 2038 1915 2200 2084 2137 1922 1281 1176 1412 1065 1353 1257 1379 72,2 1333 1788 796 1072 2105 2182 1536 156,55
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM 10,5 7.8 9,5 7,3 11,4 12,1 10,8 8,5 10,1 6,6 8,0 3,7 71 52 3,8 51 45 34 47 47 4.8 47
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 8278 8151 7803 8864 7854 8836 850,1 5159 1079,8 983,66 9380 662,1 9946 517,8 792,0 10419 406,1 4716 7703 799,0 5730 5955
N-DM-TRAM | 222,0 211,7 249,4 262,7 2422 2250 2341 1522 279,8 211,7 2802 1462 1083 1543 2259 3078 1100 1133 1902 1972 1480 166,8
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP 7,6 4,7 7,0 10,5 39 8,7 7,6 6,3 6,0 4,0 31 35 5,0 43 6,2 58 6,7 <GK 8,1 10,1 9,2 48
EDDP 1238 99,9 1369 1560 1645 1026 812 74,1 102,7 82,3 84,3 76,8 1102 67,0 74,1 83,1 92,3 91,9 1383 1362 1117 1426
PP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 63,5 47,4 57,6 73,3 72,5 50,2 38,4 36,8 50,5 43,7 39,8 325 54,8 29,6 331 42,7 50,4 48,4 68,9 66,5 51,1 73,3
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XV

Tablica VIII. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene 2020. godine u proc¢is¢enim otpadnim vodama u Centralnom uredaju

za procis¢avanje otpadnih voda Grada Zagreba. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Prociséena otpadna voda (y / ng L'Y) — 2020. godina

26.01. | 28.01. [ 23.02. | 25.02. | 15.03. | 17.03. | 10.05. | 12.05. | 07.06. | 09.06. | 05.07. | 07.07. | 30.08. | 01.09. | 27.09. | 29.09. | 25.10. | 27.10. | 08.11. | 10.11. | 13.12. | 15.12.

2020. 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. 2020. 2020. 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020. | 2020.
Q /m3 dan'1 296897 323023 277520 278225 284537 285144 249749 454275 266814 373203 239338 455562 223737 568101 256890 307167 612788 469968 274209 268333 354248 316551
M3G 15 11 55 48 <GK 11 1,6 1,2 1,3 < GK <GK 11 1,2 <GK <GK <GK 1,3 <GK <GK <GK <GK 1,0
norMOR 10,0 8,2 12,3 20,5 10,5 10,9 3,3 49 43 3,6 34 4,0 19 0,6 1,3 1,0 2,7 2,8 2,6 2,0 38 34
M6G <GK <GK 58 31 <GK <GK 14 14 1,3 11 1,0 <GK <GK 1,0 1,0 <GK 1,0 <GK <GK 1,2 <GK <GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR 71,6 76,3 46,3 40,7 38,0 29,4 19,0 20,0 24,3 22,3 11,5 13,8 8,6 6,6 10,5 8,0 73 14,7 21,8 19,1 26,5 25,2
OoM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD 215 14,2 235 23,6 18,3 20,5 9,8 7.8 9,2 71 8,0 6,9 8,3 4,1 6,3 57 4,3 57 4,8 10,1 8,9 10,1
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM | 8089 8247 7991 811,7 7617 9306 8130 5064 840,8 6299 8565 4757 9357 3399 6206 6915 3397 5239 7856 8279 6033 6426
COD 161,8 1115 107,7 106,6 91,5 120,6 71,3 51,8 61,1 58,4 41,5 37,9 44,4 31,8 40,2 46,1 39,6 67,1 1152 116,8 1049 102,6
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
ocC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM 2,6 2,6 <GK <GK 2,5 1,7 <GK <GK <GK 1,0 <GK 1,6 <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 1133,1 986,2 7225 752,7 7709 7512 7214 4750 1007,0 1063,2 747,8 4656 8401 2984 5412 6072 2830 4579 920,1 8153 546,0 626,7
N-DM-TRAM 2251 208,6  240,7 236,83 2289 289,0 2401 146,7 268,6 178,5 2523 1356 264,6 88,4 152,8  168,7 71,7 1145 188,0 1880 1420 1499
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP 3,4 4,6 4,9 4,2 3,4 9,0 4,1 2,0 8,2 3,4 2,7 2,8 2,0 1,3 1,7 2,1 <GK 3,2 14 4,8 33 25
EDDP 111,4 1196 1131 1379 1168 1147 91,2 61,8 82,1 80,7 78,4 65,7 107,3 45,3 66,0 60,0 78,4 1145 96,7 137,3 127,33 122,6
PP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SFENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 46,8 50,1 46,3 54,4 40,2 67,6 34,9 28,2 35,3 33,3 28,1 22,2 40,5 20,3 29,1 29,5 29,8 32,9 47,0 49,1 40,6 38,3
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Tablica IX. Masene koncentracije opioida i maseni protoci neprocis¢enih i proc¢iséenih otpadnih voda izmjerene od 21. 03. do 27. 03.
2017. godine u Centralnom uredaju za pro¢i§¢avanje otpadnih voda Grada Zagreba. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

NeprotiSéena otpadna voda (y/ng L), n=7 ProtiSéena otpadna voda (y/ng L), n=7

Datum 21.03. 22.03. 23.03. 24.03. 25. 03. 26. 03. 27.03. 21.03. 22.03. 23.03. 24.03. 25. 03. 26. 03. 27.03.

2017. 2017. 2017. 2017. 2017. 2017. 2017. 2017. 2017. 2017. 2017. 2017. 2017. 2017.
Q/mddan? 284163 282999 284538 282301 274539 261031 277065 275273 278374 276180 276795 268172 253542 269790
M3G 8,3 58 78 4,0 6,6 52 6,2 < GK <GK < GK < GK <GK < GK <GK
norMOR 21,0 19,1 17,6 23,8 25,2 18,6 20,0 51 57 54 6,8 45 41 58
M6G 33 2,6 2,4 29 2,9 22 2,3 <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR 155,4 140,9 128,8 150,5 156,0 143,2 143,1 54,5 55,3 52,7 48,3 47,4 453 51,8
oM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD 15,8 22,7 194 22,7 21,1 18,0 20,4 15,9 223 74 18,6 15,5 20,3 215
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM 684,6 694,1 716,9 719,1 781,8 807,8 704,9 836,3 728,0 840,3 862,3 763,1 785,5 735,9
COD 263,8 184,2 387,6 314,0 298,8 267,8 240,0 197,0 733,7 312,1 268,0 177,9 200,3 216,8
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM 4,0 2,9 41 2,8 45 3.8 50 14 1,3 <GK 1,2 <GK <GK <GK
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 730,5 692,0 754,1 734,4 813,5 763,5 715,4 788,9 702,5 796,7 704,3 699,9 708,1 656,6
N-DM-TRAM 207,9 204,4 205,6 2119 2311 229,8 2144 253,2 220,1 252,5 268,7 250,3 256,5 2375
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP 58 75 6,4 78 1,7 8,3 6,9 4,0 3,2 24 3.8 3.8 4.2 4,2
EDDP 154,4 159,9 153,9 141,8 169,4 182,4 143,8 171,8 170,1 178,5 177,8 182,0 167,7 1475
PP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 75,6 86,8 79,5 74,5 83,7 93,9 68,5 65,7 70,0 72,5 64,5 77 717 60,8
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Tablica X. Masene koncentracije opioida i maseni protoci neproc¢isc¢enih i procis¢enih otpadnih voda izmjerene od 13. 03. do 19. 03. 2018.
godine u Centralnom uredaju za pro¢i§¢avanje otpadnih voda Grada Zagreba. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

NeprotiSéena otpadna voda (y/ng L), n=7 ProtiSéena otpadna voda (y /ng L), n=7
Datum 13.03. 14.03. 15. 03. 16. 03. 17.03. 18.03. 19. 03. 13.03. 14.03. 15. 03. 16. 03. 17.03. 18.03. 19. 03.
2018. 2018. 2018. 2018. 2018. 2018. 2018. 2018. 2018. 2018. 2018. 2018. 2018. 2018.
Q/médan? 567265 555209 523133 578533 651880 732240 675950 555871 543885 513270 567985 639438 732240 664630
M3G 8,9 <GK 12,1 7,0 6,1 16,7 7,6 < GK <GK < GK < GK <GK < GK <GK
norMOR 8,6 6,8 6,0 29 2,9 24 59 45 6,6 24 2,5 11 1,1 4.7
M6G 2,5 2,7 2,1 25 <GK <GK <GK <GK 1,2 <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR 69,0 59,9 78,7 61,6 241 44,0 46,8 42,9 38,1 38,9 30,5 111 11,2 32,1
oM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD 12,5 10,3 13,6 8,6 54 6,3 8,0 12,5 10,0 9,6 6,6 44 52 57
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM 418,2 491,0 431,2 356,6 239,0 207,3 3317 418,2 403,5 381,3 273,9 136,3 227,8 2715
COD 122,4 121,6 116,0 95,4 61,5 64,1 92,2 98,6 120,6 107,3 88,5 54,7 59,9 79,6
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM 5,0 44 33 3.8 2,6 2,8 24 15 14 <GK 1,7 <GK 1,2 1,3
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 1030,0 1225,0 1545,9 1993,9 1741,0 577,9 462,2 800,1 1094,8 1017,0 1051,3 1224,8 512,1 407,5
N-DM-TRAM 155,5 197,3 342,7 184,7 147,8 82,6 92,9 155,5 134,4 179,7 108,6 53,0 85,7 105,7
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP 5,6 8,2 6,7 3,7 <GK 51 3,7 5,6 38 <GK <GK <GK <GK <GK
EDDP 106,5 96,3 123,0 80,2 73,7 77,2 89,9 102,6 92,0 82,0 82,3 74,9 75,9 93,2
PP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 45,0 61,5 57,6 40,1 41,1 36,4 37,6 49,3 38,0 42,9 49,6 449 37,3 48,2
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Tablica XI. Masene koncentracije mjerljivih opioidnih analgetika u partikulatnoj frakciji

neprociscenih otpadnih voda izmjerene 2019. godine u Centralnom uredaju za procis¢avanje

otpadnih voda Grada Zagreba, n = 24. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Neprociséena otpadna voda, y / ng L

Datum Suhatvar, O-DM- | N-DM-
ylgL?t COD | TRAM MTHD | EDDP
TRAM | TRAM
13.01.2019. | 10,1474 5,5 7,2 4,2 2,6 3,7 3,9
15.01.2019. | 0,1621 2,6 4,4 3,3 2,3 3,4 4,1
03.02.2019. | 0,1791 2,0 6,9 5,2 13,2 4,2 4,6
05.02.2019. | 0,1019 15 3,1 2,6 1.2 2,6 0,8
24.03.2019. | 0,1471 2,8 6,9 3,6 2,2 4,4 1,7
26.03.2019. | 10,1488 4,3 6,6 5,1 2,1 5,3 3,1
14.04.2019. | 0,1066 16 3,6 4,9 2,9 1,9 0,8
16.04.2019. | 0,1036 1,8 41 6,1 1,9 3,3 2,7
05.05.2019. | 0,2002 1,8 3,6 1,7 4,2 3,7 4,8
07.05.2019. | 10,1575 18 8,4 4,6 2,7 2,7 3,1
02.06.2019. | 0,0833 0,6 3,4 3,1 2,4 2,0 2,1
04.06.2019. | 0,1473 1,0 5,1 3,6 2,1 2,5 1,7
30.06.2019. | 0,1426 13 3,1 3,1 15 34 13
02.07.2019. | 0,2271 1,8 9,1 5,2 2,7 4,1 4,0
25.08.2019. | 10,1078 2,9 7,6 5,2 46 5,4 4,7
27.08.2019. | 10,1082 15 2,3 1,7 2,8 3,3 14
08.09.2019. | 0,2214 2,1 4.4 3,1 2,0 3,6 3,6
10.09. 2019. | 0,1250 2,5 4,8 6,9 2,8 3,3 0,5
27.10.2019. | 10,1378 1,7 4,8 6,6 2,8 1,9 1,9
29.10.2019. | 10,3045 2,3 6,9 7,0 2,8 2,5 3,2
24.11.2019. | 10,1155 2,1 5,6 5,1 3,0 2,5 0,1
26.11.2019. | 10,1297 17 3,8 4,5 1,9 2,9 0,8
08.12.2019. | 0,1887 2,4 4,4 2,6 3,2 2,6 0,9
10.12.2019. | 0,0808 3,1 6,2 455 1,6 2,4 1,6
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Tablica XII. Maseni udjeli mjerljivin opioidnih analgetika u partikulatnoj frakciji
neprociscenih otpadnih voda izmjereni 2019. godine u Centralnom uredaju za procis¢avanje

otpadnih voda Grada Zagreba, n = 24. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Neprodiséena otpadna voda, w/ ng g*
Suha tvar,

Datum O-DM- | N-DM-
ylgL? COD TRAM MTHD | EDDP
TRAM | TRAM

13. 01. 2019. 0,1474 37,4 48,9 28,7 17,6 25,3 26,6

15. 01. 2019. 0,1621 16,2 26,9 20,6 14,2 21,2 25,4

03. 02. 2019. 0,1791 11,2 38,6 29,2 73,5 23,4 25,8

05. 02. 2019. 0,1019 14,3 30,4 25,4 12,0 25,6 7,8
24. 03. 20109. 0,1471 19,4 46,9 24,4 15,1 30,0 11,2
26. 03. 2019. 0,1488 29,2 44,0 34,6 13,8 35,9 21,0
14. 04. 2019. 0,1066 15,5 33,7 46,3 27,0 18,0 7,1
16. 04. 20109. 0,1036 17,1 39,4 58,4 18,0 32,3 25,7
05. 05. 2019. 0,2002 8,9 17,9 8,3 21,2 18,4 24,2
07. 05. 2019. 0,1575 11,3 53,6 29,5 17,4 17,3 19,6
02. 06. 2019. 0,0833 7,2 40,3 37,4 28,8 23,4 24,9
04. 06. 20109. 0,1473 6,9 34,5 24,6 14,3 17,1 11,6
30. 06. 2019. 0,1426 9,3 21,6 21,6 10,3 23,9 9,2
02. 07. 20109. 0,2271 8,0 40,1 23,0 12,1 18,0 17,6

25. 08. 20109. 0,1078 26,6 70,8 48,4 42,7 50,3 43,9

27.08. 2019. 0,1082 14,2 20,9 15,4 26,3 30,1 12,6

08. 09. 20109. 0,2214 9,4 20,0 14,0 9,3 16,4 16,2
10. 09. 20109. 0,1250 19,7 38,7 55,3 22,7 26,3 4,4
27.10. 20109. 0,1378 12,6 351 48,0 20,4 13,7 14,0
29. 10. 20109. 0,3045 5,7 15,9 21,7 9,3 6,2 6,3
24.11. 20109. 0,1155 17,9 48,6 445 26,1 21,7 11
26. 11. 20109. 0,1297 12,8 29,2 34,8 14,8 22,5 6,4
08. 12. 20109. 0,1887 12,5 23,2 13,7 16,9 13,6 4,9

10. 12. 20109. 0,0808 38,9 77,2 55,8 20,3 29,3 19,4
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Tablica XIIl. Masene koncentracije mjerljivih opioidnih analgetika u partikulatnoj frakciji

aktivnog mulja izmjerene na Centralnom uredaju za procis¢avanje otpadnih voda Grada

Zagreba, n = 3. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Aktivni mulj, y / ng L

Suha tvar,
Datum O-DM- | N-DM-
ylgL? COD TRAM MTHD | EDDP
TRAM | TRAM
04. 06. 2018. 2,8 37,0 133,0 44,0 47,6 211,7 126,0
08. 06. 2020. 3,9 <GK 395,2 82,3 63,7 1447 215,7
20. 06. 2020. 3,8 36,1 351,1 73,7 57,0 128,1 190,0

Tablica XIV. Maseni udjeli mjerljivih opioidnih analgetika u partikulatnoj frakciji aktivnog

mulja izmjereni u Centralnom uredaju za procis¢avanje otpadnih voda Grada Zagreba, n = 3.

Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Aktivni mulj, w/ng g*

Suha tvar,
Datum O-DM- | N-DM-
ylgL? COD TRAM MTHD EDDP
TRAM | TRAM
04. 06. 2018. 2,8 13,2 47,5 15,7 17,0 75,6 45,0
08. 06. 2020. 3,9 <GK 101,2 21,1 16,3 37,0 55,2
20. 06. 2020. 3,8 9,5 92,4 19,4 15,0 33,7 50,0
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Tablica XV. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene u rijeci Savi na postajama Sentjakob (S 1), Jevnica (S 2) i BrezZice (S 3)
u svibnju i srpnju 2017. godine, n = 2. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Analit Sentjakob, y / ng L Jevnica, y/ng L?! BreZice, y/ ng L
natt 24.05.2017. | 12.07.2017. | 24.05.2017. | 12.07.2017. | 24.05. 2017. | 12.07. 2017

M3G <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK
M6G <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR < GK <GK 0,5 1,3 <GK <GK
OoM <GK <GK < GK < GK < GK < GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DCOD <GK < GK < GK < GK < GK < GK
O-DM-TRAM 2,6 3,5 10,6 9,7 7,1 43

COD <GK <GK 0,3 0,6 0,3 <GK
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM <GK <GK < GK 0,1 < GK < GK
HC <GK < GK < GK < GK < GK < GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 3,7 13,5 8,3 20,9 9,4 28,9
N-DM-TRAM 1,3 1,3 2,5 4,2 2,3 53

norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EDDP 0,3 0,6 0,6 15 0,5 1,1

PP <GK <GK < GK <GK <GK <GK
SENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 0,3 1,6 0,4 2,9 0,4 1,7
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Tablica XVI. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene u rijeci Savi na postaji Otok Samoborski od svibnja 2017. do
studenoga 2018. godine, n = 10. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

_ Otok Samoborski, y / ng L
Analit 24.05.2017. | 12.07.2017. | 29.11.2017. | 18.12.2017. | 27.03.2018. | 25. 04. 2018. | 27.06.2018. | 11.07.2018. | 18.09.2018. | 20. 11. 2018.
M3G <GK <GK 0,1 <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
M6G <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK < GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR <GK <GK 0,4 < GK < GK <GK <GK <GK <GK 0,2
oM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM 54 4,0 59 25 55 43 15 8,9 2,2 9,0
COD 0,3 < GK 0,1 0,3 0,1 0,3 0,2 0,2 <GK <GK
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
(0] <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK < GK < GK
TRAM 15,7 472 111 9,1 9,0 13,5 7,9 23,3 20,8 16,0
N-DM-TRAM 2,7 57 1,6 0,3 1,7 1,1 1,4 3,9 2,9 3,9
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK < GK
EDDP 0,4 1,0 0,6 0,8 0,7 0,5 0,5 11 0,2 0,7
PP <GK <GK <GK <GK <GK < GK <GK <GK < GK < GK
SENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 0,2 1,3 0,3 1,4 0,7 0,4 0,8 0,5 0,3 0,5

Petra Kostanjevecki

Doktorska disertacija




§ 8. Dodatak XXI1

Tablica XVII. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene u pritoku rijeke Save na postaji Gradna od studenoga 2017. do
studenoga 2018. godine, n = 8. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

: Gradna, y/ng L
Analit 29.11.2017. | 18.12.2017. | 27.03.2018. | 25.04.2018. | 27.06.2018. | 11.07.2018. | 18.09.2018. | 20.11.2018
M3G < GK 0,1 0,1 <GK < GK <GK < GK <GK
norMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
M6G <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR 0,6 <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM 8,9 0,5 2,0 5,2 5,0 8,3 7,5 7,5
COD 0,3 <GK 0,3 0,6 0,5 0,8 0,4 0,6
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
ocC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK < GK
6-AM < GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 9,0 1,9 3,2 5,0 5,6 8,4 8,0 9,1
N-DM-TRAM 2,8 < GK 0,6 0,8 1,1 2,0 2,9 2,6
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EDDP 0,6 14 0,5 0,6 0,4 0,2 0,1 <GK
PP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SENT <GK <GK <GK <GK < GK <GK < GK <GK
MTHD 0,8 0,9 0,4 0,4 0,3 0,2 0,3 < GK

Petra Kostanjevecki Doktorska disertacija



§ 8. Dodatak XX

Tablica XVIII. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene u pritoku rijeke Save na postaji Krapina od studenoga 2017. do
studenoga 2018. godine, n = 8. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

_ Krapina, y/ng L?
Analit 29.11.2017. | 18.12.2017. | 27.03.2018. | 25.04.2018. | 27.06.2018. | 11.07.2018. | 18.09.2018. | 20.11.2018.
M3G 0,1 0,1 < GK <GK < GK 0,1 < GK <GK
norMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
M6G <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK < GK
MOR 0,7 0,3 0,5 <GK < GK <GK < GK 0,9
oM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK 1,6
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM 39,1 18,0 27,6 65,3 78,3 66,3 99,3 136,7
COD 4,7 45 2,0 3,4 4,8 3,2 3,1 8,4
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
ocC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM < GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK < GK
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK < GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK < GK
TRAM 40,4 24,4 21,5 47,7 74,3 64,1 126,2 127,2
N-DM-TRAM 7.8 2,8 7,2 10,0 14,2 17,5 34,3 43,3
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK 0,5
EDDP 1,6 1,7 0,2 0,4 0,2 0,6 0,2 0,6
PP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SENT <GK <GK <GK <GK < GK <GK < GK <GK
MTHD 0,8 3,3 0,3 0,3 0,5 0,6 0,4 0,2

Petra Kostanjevecki Doktorska disertacija



§ 8. Dodatak

XXIV

Tablica X1X. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene u rijeci Savi na postaji Jankomir od svibnja 2017. do studenoga 2018.

godine, n = 10. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

_ Jankomir, y/ng L
Analit 24.05.2017. | 12.07.2017. | 29.11.2017. | 18.12.2017. | 27.03.2018. | 25. 04.2018. | 27.06.2018. | 11.07.2018. | 18.09.2018. | 20. 11. 2018.
M3G <GK <GK 0,1 <GK <GK <GK 0,1 <GK <GK <GK
norMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK 0,4 <GK <GK
M6G <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR < GK < GK < GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR < GK 1,5 0,6 < GK 0,3 < GK <GK 3,4 <GK 3,0
oM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM 11,6 6,7 8,9 3,5 8,7 8,7 14,3 14,7 9,2 13,5
COD 0,3 0,5 0,3 0,1 0,7 0,2 1,2 0,9 0,4 <GK
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM < GK < GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK < GK < GK
TRAM 20,3 43,6 13,0 11,1 10,6 16,6 21,0 24,2 48,1 21,6
N-DM-TRAM 2,8 6,3 1,4 0,3 2,7 3,2 5,8 3,2 57 54
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK 0,1
EDDP 0,5 0,9 0,8 0,9 0,4 0,6 11 0,9 0,7 2,1
PP <GK <GK <GK <GK < GK <GK < GK < GK < GK < GK
SENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 0,3 1,9 1,0 3,0 0,4 0,4 0,3 0,4 0,5 0,4

Petra Kostanjevecki

Doktorska disertacija




§ 8. Dodatak XXV

Tablica XX. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene u rijeci Savi na postaji Petrusevec od studenoga 2017. do studenoga
2018. godine, n = 8. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

i Petrusevec, y/ng L

Analit 29.11.2017. | 18.12.2017. | 27.03. 2018. | 25.04. 2018. | 27.06.2018. | 11.07.2018. | 18.09.2018. | 20. 11. 2018
M3G 0,1 0,1 < GK < GK <GK <GK < GK < GK
norMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
M6G <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR < GK < GK < GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR 0,3 0,4 <GK <GK < GK 3,1 0,3 2,1
oM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DCOD <GK <GK < GK < GK <GK <GK < GK < GK
O-DM-TRAM 6,0 2,9 7,5 6,7 5,4 11,6 54 10,5
COD 0,4 0,2 0,5 0,2 0,7 1,0 < GK < GK
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
ocC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM < GK <GK <GK <GK <GK <GK < GK < GK
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK < GK < GK
TRAM 12,2 9,8 10,3 16,6 15,4 25,0 37,2 18,3
N-DM-TRAM 1,3 0,3 2,3 2,7 1,2 3,6 43 4.4
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP < GK <GK < GK < GK <GK <GK < GK < GK
EDDP 0,2 0,6 0,6 0,4 0,9 1,1 0,9 1,0
PP < GK <GK <GK <GK < GK < GK <GK <GK
SENT <GK <GK <GK <GK < GK < GK <GK <GK
MTHD 1,3 1,6 0,3 0,3 0,9 0,6 0,5 0,4

Petra Kostanjevecki Doktorska disertacija



§ 8. Dodatak

XXVI

Tablica XXI. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene u rijeci Savi na postaji Oborovo od svibnja 2017. do studenoga 2018.

godine, n = 10. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.
Analit Oborovo, y/ng L*
nel 24.05.2017. | 12.07.2017. | 29.11.2017. | 18.12.2017. | 27.03.2018. | 25.04.2018. | 27.06.2018. | 11.07.2018. | 18.09.2018. | 20.11. 2018,

M3G <GK <GK 0,1 0,1 <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norMOR <GK 0,3 <GK <GK <GK <GK <GK 0,2 <GK <GK
M6G <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR 0,7 19 <GK 0,3 0,7 <GK <GK 2,0 15 2,6
OM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM 247 32,7 6,5 7,0 16,5 14,4 26,3 31,1 28,2 31,2
COD 3,4 3,6 1,7 1,2 2,4 1,7 2,6 3,4 45 3,7
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 205,2 72,9 28,0 16,6 16,4 21,5 31,6 57,3 75,4 34,9
N-DM-TRAM 9,2 12,5 1,6 11 3,3 3,5 9,4 12,9 13,2 11,3
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
ENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK 0,4 <GK 0,1
EDDP 2,7 4,9 1,6 0,9 2,0 1,7 3,1 3,5 19 7,0
PP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 0,8 2,3 2,2 0,7 0,8 0,9 0,7 1,9 1,3 1,3

Petra Kostanjevecki

Doktorska disertacija




§ 8. Dodatak

XXVII

Tablica XXII. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene u rijeci Savi na postaji Sisak od svibnja 2017. do studenoga 2018.

godine, n = 10. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

_ Sisak, y/ng L
Analit 24.05.2017. | 12.07.2017. | 29.11.2017. | 18.12.2017. | 27.03.2018. | 25. 04. 2018. | 27.06.2018. | 11.07.2018. | 18.09.2018. | 20. 11. 2018.
M3G <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK < GK
norMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
M6G <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR < GK 0,5 <GK 0,4 < GK < GK < GK 0,8 0,1 0,8
oM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM 15,8 15,3 50,6 46,9 6,7 27,7 19,5 18,1 1,8 27,2
COD 2,2 1,9 14,4 3,5 11 5,6 1,4 2,2 0,1 2,7
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 20,5 50,8 62,3 45,4 8,3 19,8 26,8 33,5 1,8 29,9
N-DM-TRAM 5,4 9,8 16,7 11,1 1,4 9,0 5,8 8,8 0,6 8,5
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP <GK <GK <GK <GK <GK 0,5 <GK <GK < GK < GK
EDDP 15 2,6 3,8 0,2 0,9 1,3 2,2 2,1 0,1 4.2
PP <GK <GK <GK <GK <GK < GK <GK <GK < GK < GK
SENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 0,6 4,0 15 0,7 0,5 0,5 0,6 1,0 0,2 1,3

Petra Kostanjevecki

Doktorska disertacija




§ 8. Dodatak

XXV

Tablica XXII1. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene u neprocis¢enim otpadnim vodama u UPOV Ljubljana, Domzale-

Kamnik i Novo Mesto u svibnju i srpnju 2017. godine, n = 2. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Analit Ljubljana, y /ng L Domzale-Kamnik, y / ng L™ Novo Mesto, y/ng L
nali
24.05.2017. | 12.07.2017. | 24.05.2017. | 12.07.2017. | 24.05. 2017. | 12.07. 2017.

M3G <GK <GK <GK <GK <GK < GK
norMOR <GK 2,3 7,5 13,9 <GK <GK
M6G <GK <GK <GK <GK <GK < GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK < GK
MOR 32,8 41,6 95,9 148,7 3,2 8,5
oM <GK <GK <GK <GK <GK < GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK < GK
norCOD <GK <GK <GK <GK <GK < GK
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM 691,6 922,4 524,7 528,9 1247,2 1196,4
COD 35,5 38,6 475 69,2 12,9 8,7
NOC <GK <GK <GK <GK <GK < GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK < GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK < GK
6-AM <GK 0,7 <GK 0,9 <GK 0,9
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK < GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK < GK
TRAM 633,3 700,8 502,3 477,5 996,3 1090,8
N-DM-TRAM 213,2 209,6 263,8 427,4 309,1 230,2
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK < GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK < GK
BUP 1,1 2,5 3,4 2,2 0,5 0,8
EDDP 112,6 105,1 68,5 40,0 57,3 45,0
PP <GK <GK <GK <GK <GK < GK
SENT <GK <GK <GK <GK <GK < GK
MTHD 40,4 36,5 14,3 5,6 33,3 31,9

Petra Kostanjevecki

Doktorska disertacija



§ 8. Dodatak XXIX

Tablica XXIV. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene u neprociséenoj otpadnoj vodi u UPOV Zapresi¢ od svibnja 2017. do
studenoga 2018. godine, n = 9. Popis Kkratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Zapresié, y /ng L

Analit 24.05.2017. | 12.07.2017. | 29.11.2017. | 27.03.2018. | 25. 04. 2018. | 27. 06.2018. | 11.07.2018. | 18.09.2018. | 20. 11. 2018.
M3G <GK <GK <GK <GK <GK <GK 0,7 <GK <GK
norMOR < GK 12,9 < GK <GK 36,5 27,1 16,4 29,4 21,1
M6G <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MOR 53,6 192,1 145,2 32,5 56,2 2449 383,7 560,9 672,1
oM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM 1266,7 384,1 946,3 488,0 581,6 970,3 316,9 2168,2 740,0
COD 431,7 140,7 43,9 245,1 434,0 417,6 100,6 359,0 260,3
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK < GK
6-AM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 1099,2 521,7 28641,3 397,3 1996,5 1854,8 569,2 1395,6 17593,2
N-DM-TRAM 59,7 65,9 24,0 126,4 268,8 164,2 73,6 462,9 2111
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP <GK 20,3 <GK < GK <GK <GK 13,5 7,6 <GK
EDDP 162,0 54,2 169,3 41,6 57,6 136,7 38,4 97,7 65,8
PP < GK < GK < GK <GK <GK <GK < GK <GK <GK
SENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 106,5 27,1 71,9 20,9 21,3 57,2 16,9 48,6 50,2
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Tablica XXV. Masene koncentracije opioidnih analgetika u neprocis¢enim otpadnim vodama u Centralnom uredaju za proci$¢avanje
otpadnih voda u Zagrebu od svibnja 2017. do studenoga 2018. godine, n = 10. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Zagreb, y /ng L

Analit 24.05.2017. | 12.07.2017. | 29.11.2017. | 18.12.2017. | 27.03.2018. | 25. 04.2018. | 27.06.2018. | 11.07.2018. | 18.09.2018. | 20. 11. 2018.
M3G <GK <GK 13,0 <GK <GK <GK <GK <GK <GK < GK
norMOR 45 2,3 7,5 2,3 3,9 7,8 1,3 1,2 0,8 45
M6G <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK < GK <GK <GK < GK <GK <GK <GK <GK
MOR 27,5 11,6 85,5 20,7 39,4 44,3 8,7 14,4 17,6 39,2
oM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD <GK <GK 12,0 <GK <GK <GK <GK <GK <GK 15,4
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM 840,4 528,2 486,9 401,7 493,2 783,4 828,8 901,6 971,0 867,4
COD 146,4 57,2 146,6 79,7 120,9 122,7 60,0 67,7 122,2 171,3
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM 0,3 1,0 8,0 0,1 0,3 0,6 1,2 0,9 0,6 0,4
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 5316,3 4715 614,5 960,3 404,1 563,2 607,9 1508,0 933,3 768,8
N-DM-TRAM 359,9 122,9 176,1 87,5 162,3 195,3 221,5 243,3 259,5 235,5
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP 1,7 2,2 2,7 1,0 3,9 57 < GK < GK 3,3 3,2
EDDP 166,9 78,9 132,1 90,2 110,1 128,0 132,6 135,8 135,0 155,2
PP < GK < GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 60,5 23,9 79,4 66,7 47,8 28,5 46,0 64,4 74,9 74,4
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Tablica XXVI. Masene koncentracije opioidnih analgetika izmjerene u neproc¢is¢enim otpadnim vodama u UPOV Velika Gorica od
svibnja 2017. do studenoga 2018. godine, n = 10. Popis kratica imena analita nalazi se u Tablici 6.

Velika Gorica, y / ng L

Analit 24.05.2017. | 12.07.2017. | 29.11.2017. | 18.12.2017. | 27.03.2018. | 25. 04. 2018. | 27.06.2018. | 11.07.2018. | 18.09.2018. | 20. 11. 2018.
M3G <GK <GK 0,8 25 <GK <GK <GK <GK <GK 55
norMOR 27,2 73,3 66,4 63,1 81,1 92,7 61,2 59,0 57,9 120,3
M6G <GK <GK <GK 1,9 <GK 6,2 <GK <GK <GK <GK
DMOR <GK <GK < GK <GK <GK < GK <GK <GK <GK <GK
MOR 216,7 286,9 350,8 323,5 400,7 438,5 291,5 339,0 400,7 653,2
oM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HM <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
norCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
DCOD <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
O-DM-TRAM 1728,4 1852,3 2428,4 1787,2 24359 2301,6 2048,2 2147,3 2041,5 1782,1
COD 763,1 5448 810,8 694,6 895,1 704,9 829,5 509,5 672,8 870,6
NOC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NHC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
oC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
6-AM 2,7 <GK 12,0 <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
HC <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
EMOR <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
NFNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
TRAM 1352,7 1447.8 1427,0 1288,0 1411,7 1868,4 1593,6 1472,6 1585,0 1567,9
N-DM-TRAM 362,3 397,0 286,0 220,7 415,6 286,2 367,6 279,0 520,9 4531
norBUP <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
FNT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
BUP 7,0 7,2 11,5 50 53 51 4.4 1,7 8,8 8,1
EDDP 2245 135,6 281,8 279,1 2479 303,5 250,1 185,4 282,5 489,5
PP < GK < GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
SENT <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK <GK
MTHD 1425 57,0 82,7 52,9 51,6 71,7 79,9 71,1 102,2 51,7
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§9. ZIVOTOPIS

Petra Kostanjevecki rodena je 20. lipnja 1992. godine u Zaboku. Gimnaziju Antuna
Gustava Matosa zavrSila je 2011. godine te je upisala preddiplomski sveucilisni studij
Kemijskog inzenjerstva. SveuciliSni diplomski studij Kemijskog inzenjerstva Fakulteta
kemijskog inzenjerstva i tehnologije Sveucilista u Zagrebu zavrsila je 2016. godine. Dobitnica
je Rektorove nagrade za individualni znanstveni rad te Dekanove nagrade ,,Cum laude
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matematickom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu upisala je 2016. godine, od kada je 1
zaposlenica Laboratorija za analitiku i biogeokemiju organskih spojeva Zavoda za istraZivanje
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Casopisima, od Cega je nositelj prvog autorstva dva znanstvena rada, a u izradi triju radova
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konferencijskim skupovima te objava u zbornicima. U 2019. i 2020. dobitnica je Godisnje
nagrade Instituta Ruder BoSkovi¢ za znanstvene radove objavljene u bazi Web of Science
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