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Abstrakt: Badania farmaceutykéw w $rodowisku wodnym jako ,jnowo pojawiajacych” si¢ zanieczyszczen
zyskuja coraz wigksze zainteresowanie specjalistow ze wzgledu na aktywno$¢ biologiczng tych zwigzkow i ich
ekotoksycznos¢. Niniejsza praca dotyczy problemu obecnosci lekow w srodowisku wodnym i ich oznaczania
w oczyszczonych $ciekach komunalnych, ktore to z kolei stanowia gtowne zrédto lekéw w srodowisku wodnym.
Do wstegpnych badan wybrano popularne niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ): ibuprofen, diklofenak, kwas
acetylosalicylowy, kwas salicylowy oraz zwigzek endokrynny bisfenol A. Przedstawiono procedur¢ zatgzania
i izolacji analitow metoda ekstrakcji do fazy statej (SPE) ze $ciekow pobranych z krakowskiej oczyszczalni
Ptaszéw po pelnym cyklu oczyszczania. Oznaczenie wykonano w technice chromatografii gazowej z detektorem
mas (GC/MS) z uprzednig derywatyzacja probki za pomoca zwigzku sililowego N-metylo-N-trimetylsililo-
trifluoroacetamidem (MSTFA). Wspotczynnik zmiennosci okreslajacy precyzj¢ metody analitycznej nie
przekraczat 13,4% (n = 5). Odzyski analitéw wyniosty od 32% dla kwasu acetylosalicylowego do 97% dla
ibuprofenu, natomiast oszacowana granica wykrywalnosci metody analitycznej dla badanych farmaceutykow
miescita siec w zakresie 7+111 ng dm~. Wyniki badan wskazaly na obecno$é¢ w sciekach oczyszczonych
diklofenaku, kwasu salicylowego i bisfenolu A w stezeniu odpowiednio 529, 236 1 186 ng dm >,

Stowa kluczowe: niesteroidowe leki przeciwzapalne NLPZ, bisfenol A, scieki oczyszczone, ekstrakcja do fazy
statej, GC/MS

Farmaceutyki w Srodowisku

Obecno$¢ farmaceutykéow i innych nietypowych i niemonitorowanych zanieczyszczen
(tzw. emerging contaminants) w wodach zostala po raz pierwszy zauwazona 1 opisana
w latach 70. przez badaczy amerykanskiej Agencji Ochrony Srodowiska EPA [1]. Ta
tematyka zyskata szersze zainteresowanie w drugiej potowie lat 90, m.in. po opublikowaniu
wynikéw badan obecnosci srodkow leczniczych w srodowisku wodnym w Niemczech [2].
Miejscem, w ktdre z roznych zrodet trafiaja farmaceutyki i ich metabolity, sa oczyszczalnie
sciekéw [3]. Leki po spozyciu sa metabolizowane w organizmie, a nastepnie wydalane
i kierowane systemem kanalizacji do oczyszczalni $ciekéw (réwniez leki niespozyte,
sptukiwane w toaletach), skad z kolei na skutek niecatkowitego oczyszczenia Sciekdw ze
srodkéw leczniczych uwalniane sg do wod powierzchniowych i podziemnych. Szczegolng
pozycje zajmuja Scieki szpitalne. Farmaceutyki weterynaryjne natomiast kierowane sa do
wod bezposrednio, jak w przypadku stawow hodowlanych, oraz droga sptywow
powierzchniowych z farm hodowlanych, po6l uprawnych wuzyznianych nawozem
zwierzecym itp.
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Farmaceutyki sa z reguty mato podatne na biodegradacje i sorpcje na sedymentach,
natomiast niektore w znacznym stopniu moga ulec fotodegradacji [4]. Leki i ich metabolity
obecne w $rodowisku wodnym, jako zwigzki aktywne biologicznie, stanowia ciaglte
i wielopokoleniowe zagrozenie dla ekosysteméw wodnych, a w konsekwencji dla
czlowieka, korzystajacego z wod powierzchniowych bedacych zrodtem wody pitne;j.
W kontekscie toksycznosci i zagrozen ciaglej ekspozycji organizméw wodnych na
dziatanie S§ladowych stezen farmaceutykow niewiele dotychczas wyjasniono. To
stwierdzenie dotyczy szczegdlnie produktéw przemian tych zwigzkow w srodowisku oraz
mozliwosci synergicznego oddziatywania mieszaniny zanieczyszczen. Najwigksza uwage
skupia toksyczno$é hormonow i zwigzkdéw endokrynnych, ktére m.in. wywotuja u samcow
efekt estrogenny, oraz antybiotykow atakujacych bakterie, prowadzac do wzrostu
odpornosci bakteriologicznych czynnikdw chorobotwodrczych i tym samym zmniejszajac
skuteczno$¢ antybiotyku [5, 6].

Identyfikacja 1 oznaczenia ilosciowe farmaceutykow na poszczegélnych etapach
obiegu wody odgrywaja kluczowa rolg wsrdd roznych aspektdw zanieczyszczania
srodowiska przez pozostatosci farmaceutykdéw. Oczyszczanie probki ze sktadnikow
matrycy, w tym izolowanie i wzbogacanie analitu, stanowi krytyczny etap w analizach
substancji $§ladowych. Najczgsciej stosowanag technika separacji i zatezania analitow
w przypadku oznaczen zwiazkow organicznych jest ekstrakcja do fazy statej (SPE - Solid
Phase Extraction). Jako techniki analityczne stosuje si¢ chromatografi¢ gazowq (GC) oraz
chromatografie cieczowg (LC) sprzezona ze spektrometrig mas (MS) lub coraz czg¢sciej
tandemowq spektrometrig mas (MS-MS) [7].

Charakterystyka materialu badawczego

Oczyszczalnia Plaszow jest najwigkszym i najstarszym zakladem oczyszczania
sciekow komunalnych w Krakowie, oczyszczajacym $cieki z centralnych dzielnic Krakowa
(ponad 70% Sciekow krakowskich). Technologia oczyszczania obejmuje etap
mechaniczno-biologicznego oczyszczania z procesem chemicznego stragcania osadu
z zastosowaniem specjalnych koagulantow. W tabeli 1 przedstawiono o0go6lna
charakterystyke zaktadu.

Tabela 1
Charakterystyka oczyszczalni $ciekow Krakow Plaszow

Table 1
Characteristics of Krakow Plaszow Sewage Treatment Plant

. mechaniczno-biologiczne ze
Proces oczyszczania . s

wspomaganiem chemicznym

Wydajnos¢ [m*/dobe] 656 tys.

Liczba mieszkancow 680 tys.

Sredni przeptyw [m’/dobg] 165 tys.

Sredni przeptyw w porze deszczowej [m*/dobe] 330 tys.

QOdbiornik sciekow oczyszczonych rzeka Drwina, a dalej Wista

Scieki pobrano w czerweu 2009 roku z oczyszczalni Plaszéw w Krakowie po pelnym
procesie oczyszczania. W warunkach laboratoryjnych zostaly przefiltrowane na filtrze
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szklanym (MN GF-1, @ = 45 mm) firmy Macherey-Nagel (Diiren, Niemcy) oraz
zakwaszone do pH = 2 w celu uzyskania form niejonowych analitow.

Do oznaczen wybrano popularne farmaceutyki przeciwzapalne i przeciwbdlowe,
tj. ibuprofen, diklofenak, kwas acetylosalicylowy, metabolit kwasu acetylosalicylowego:
kwas salicylowy oraz plastyfikator i zwigzek endokrynny - bisfenol A (tab. 2).

Tabela 2
Charakterystyka badanych farmaceutykow
Table 2
Characteristics of studied pharmaceuticals
Wzory strukturalne analitéw
COONa o o
g G R on @\)J\OH CHa
J@ OH j\ OH CHa
diklo feﬂak -Na ibuprofen , © ) kwas bisfenol A
was acetylosalicylowy  salicylowy
Analit Masa molowa Kwasowos¢ Rozpuszcz. w wodzie
diklofenak - Na 318,13 g mol pK =4,0 2,37 mg dm™ (25°C)
ibuprofen 206,28 g mol ' pK =4, 21 mg dm* (25°C)
kwas acetylosalicylowy 180,16 g mol ' pK=3,5 3 gdm™ (20°C)
kwas salicylowy 138,12 g mol ' pK =297 2 g dm (20°C)
bisfenol A 228,29 g mol ' pK =9,6+10,2 0,12+0,3 g dm (21,5°C)

Aparatura, odczynniki i warunki analizy

Do badan zastosowano materiaty wzorcowe farmaceutykow o czystosci powyzej 99%
firmy Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Niemcy) - ibuprofen, diklofenak - Na, kwas salicylowy,
bisfenol A oraz kwas acetylosalicylowy firmy Sigma (Taufkirchen, Niemcy).

Izolacje¢ i zatgzenie analitow wykonano w technice ekstrakcji do fazy statej (SPE)
z wykorzystaniem 12-stanowiskowego zestawu szklanego do SPE firmy J.T. Baker
(Philipsburg, USA). Jako zloze ekstrakcyjne zastosowano uniwersalny polarny materiat
polimerowy do ekstrakcji kwasowych, obojetnych i zasadowych zwigzkow o charakterze
polarnym - HLB (60 mg) firmy Waters (USA). Do ekstrakcji uzyto takich odczynnikdéw
organicznych firmy POCh (Gliwice, Polska), jak: metanol supergradient, aceton, n-heksan,
octan etylu firmy Merck (Darmstadt, Niemcy) oraz wody demineralizowanej (< 0,14 S/cm).

Proces derywatyzacji prowadzono w 12-stanowiskowym termobloku z elektroniczng
regulacja  temperatury. Do  derywatyzacji  zastosowano  zwiazek = sililowy
N-metylo-N-trimetylsililo-trifluoroacetamid (MSTFA) marki Fluka (Szwajcaria).

Oznaczenie wykonano technika GC/MS - chromatograf gazowy HP 5890 II Serii
z dwoma portami nastrzykowymi split/splitless z detektorem masowym MS HP 5971
i kolumng kapilarng HP - 5 MS (30 m x 0,25 mm) firmy Agilent Technologies (USA).
Rozdziat prébki nastrzykiwanej manualnie na kolumne w objetosci 1 mm’® (faza nosna -
hel, 15 psi) nastepowal wg 25-minutowego programu temperaturowego: 70°C
(2 min)—250°C (5 min). Temperatury portu nastrzykowego i linii transferowej wynosity
odpowiednio 220 i1 320°C. Detektor masowy pracowat w trybie SIM (Selected Ion
Monitoring) 1 energii jonizacji 70 eV.
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Przygotowanie probki do analizy

Przefiltrowane i zakwaszone $cieki, w probkach o objetosci 1 dm’, oczyszczono
z matrycy w technice SPE, dodatkowo zatgzono do objetosci 100 mm’, a nastepnie
zderywatyzowano w celu uzyskania lotnych pochodnych analitéw (rys. 1).

W celu identyfikacji analitow i interpretacji ilo§ciowej farmaceutykéw w $ciekach
wg tej samej procedury przygotowano probki z dodatkiem badanych farmaceutykéw
wilosci 0,2,0,51 1,0 pgna 1 dm’ sciekéw.

1
1
—  kondycjonowanie ztoza do ekstrakcji odczynnikami, kolejno: |
3 cm’® octan etylu |
3 cm® metanol |
3 cm® woda dejonizowana pH = 2 :
nanoszenie probki §ciekéw (sorpcja analitow na ztozu) z predkoscia ok. 10 cm*/min |
przemywanie ztoza w celu wymycia sktadnikéw matrycy za pomocg odczynnikow, |
kolejno: i
3 cm® 5:95 metanol:woda |
3 cm® n-heksan |
— elucja analitow ze ztoza 3 cm® octanu etylu |

Ll

ELUAT Z SPE
V=3cm’
. /2

ZATEZENIE ELUATU
eluatu do sucha pod strumieniem argonu w temperaturze

—  Odparowanie 3 cm’

40°C
—  Rozpuszczenie suchej masy $ciekéw w 100 mm® octanu etylu

! DERYWATYZACJA !
1 100 mm’ prébki !
Lo derywatyzacja w temperaturze 65°C przez 35 minut !
i 30 mm® MSTFA w izolacji od $wiatta !

1

Odmierzenie objetosci probki =
1 mm’ i ANALIZA GC/MS

Rys. 1. Schemat procedury przygotowania $ciekdéw do analizy GC/MS [8]
Fig. 1. Scheme of the sewage preparation procedure for GC/MS analysis
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Wyniki badan

Analizy wykonano w trybie pracy spektrometru SIM - monitorowanie wybranych
jondw. Wybor jonéw byl poprzedzony analiza widm masowych (tryb SCAN)
zderywatyzowanych form badanych zwigzkow. Farmaceutyki w $ciekach identyfikowano
na podstawie czasu retencji, stosunkéw masy do tadunku m/z dominujacych jondéw
fragmentacyjnych i ich intensywnosci (rys. 2).
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Rys. 2. Chromatogram GC/MS roztworu wzorcowego kwasu salicylowego (SAL), kwasu acetylosalicylowego
(ASA), ibuprofenu (IBF), bisfenolu A (BIS), diklofenaku-Na (DIC) w octanie etylu ze wskazaniem
charakterystycznych stosunkéw mas do tadunku m/z jonéw fragmentacyjnych badanych zwiazkow
(stezenie wzorca - 10 ug cm >, tryb SIM)

Fig. 2. GC/MS chromatogram of standard solution of salicylic acid (SAL), acetylsalicylic acid (ASA), ibuprofen
(IBF), bisphenol A (BIS), diclofenac-Na (DIC) in ethyl acetate with characteristic m/z ratio of fragment
ions of analytes (concentration of standard solution - 10 ug cm, SIM mode)

Straty badanych farmaceutykdw w procesie przygotowania probki do analizy (filtracja,
SPE, odparowanie eluatu z SPE, degradacja, straty na szkle i inne) oszacowano,
pordwnujac wyniki analizy prébek z dodatkiem wzorcéw przed i po procesie
przygotowania probki. Najmniejszy odzysk uzyskano dla kwasu acetylosalicylowego -
32%, a dla pozostatych lekow kolejno: kwas salicylowy - 60%, bisfenol A - 77%,
diklofenak - 85%, ibuprofen - 97%.

Oznaczenie ilosciowe farmaceutykow w $ciekach oczyszczonych wykonano metoda
kalibracji jednopunktowej - do probek sciekéw o objetosci 1 dm® przed procesem ekstrakcji
dodano 0,2, 0,5, oraz 1,0 pg badanych lekdéw. Stezenie farmaceutykéw w $ciekach
obliczono z poréwnania wynikow analizy badanej prébki $ciekdw z wynikami analizy
sciekow z dodatkami wzorcow.
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W  badanych sciekach wykryto obecnos¢ diklofenaku, kwasu salicylowego
oraz bisfenolu A w stezeniach kolejno 529, 236 oraz 186 ng dm” (tab. 3,

rys. 3).

Tabela 3
Wyniki oznaczen farmaceutykow w $ciekach oczyszczonych
Table 3
Results of analysis of selected pharmaceuticals in sewage effluent
m/z
. Czas.. jon do analizy LOD* LOQ* Stezenie R‘,SD
Analit retencji Ry — 3 3 3 [%]
. iloSciowej, jony [ng dm™] [ng dm™] [pg dm™] =
[min] : . n=>5
identyfikacyjne
kwas salicylowy 12,75 267, 135 0,012 0,036 0,236 11,0
kwas 12,98 195,210 0,089 0,267 nw* 10,9
acetylosalicylowy
ibuprofen 14,11 160, 263, 278 0,111 0,333 nw* 13,4
bisfenol A 20,52 207,191, 165 0,061 0,183 0,186 54
diklofenak 21,50 214,242 0,007 0,022 0,529 6,0

*nw - nie wykryto, *LOD - granica wykrywalnosci (limit of detection), *LOQ - granica oznaczalnosci (/imit of
quantification)
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Rys. 3. Chromatogram GC/MS $ciekéw oczyszczonych z dodatkiem 1 pg wzorcéw badanych lekéw na 1 dm’
Sciekow (A) oraz chromatogram sciekéw oczyszczonych bez wzorca (B)

Fig. 3. GC/MS chromatogram of sewage effluent spiked with 1 pg of studied pharmaceutical per 1 dm? of
wastewater (A) in comparison with chromatogram of treated sewage effluent without any standards (B)

Podsumowanie

Celem niniejszej pracy bylo oznaczenie grupy wybranych farmaceutykéw w sciekach
oczyszczonych z zakladu oczyszczania Krakéw Plaszéw uwalnianych do waéd
powierzchniowych (rzeka Wista). Do oznaczen wykorzystano technik¢ GC/MS. Badania
potwierdzity obecnos¢ lekéw w Sciekach w §ladowych stezeniach: diklofenak -
529 ng dm, kwas salicylowy - 236 ng dm, bisfenol A - 186 ng dm. Nie wykryto kwasu
acetylosalicylowego oraz ibuprofenu, dla ktorych oszacowana granica wykrywalnosci
wyniosta odpowiednio 89 oraz 111 ng dm. Przeprowadzone badania miaty charakter
badan wstgpnych ze wzgledu na liczbg badanych probek oraz jedno miejsce pobierania
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sciekdw. Ponadto w dalszych badaniach nalezy skupi¢ uwage na usprawnieniu procedury
ekstrakcji do fazy stalej oraz na procesie derywatyzacji, zmierzajac do zmniejszenia strat
farmaceutykow i obnizenia granic detekcji analitow.
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PRELIMINARY STUDIES OF DETERMINATION
OF SELECTED PHARMACEUTICALS IN SEWAGE EFFLUENT
FROM KRAKOW PLASZOW TREATMENT PLANT

Department Chemistry of Coal and Environmental Sciences, Faculty of Fuels and Energy
AGH University of Science and Technology, Krakow

Abstract: Pharmaceuticals, as so called “emerging contaminants”, more and more often constitute the subject of
environmental studies, because of their biological activity and possibility of causing the ecotoxic effects. The
problem of the occurrence of pharmaceuticals in aquatic environment is briefly discussed. The authors describe
analytical procedure of their determination in sewage effluent, as the main site of pharmaceuticals presence in
aquatic environment. For preliminary studies the most popular drugs have been chosen: nonsteroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs) as ibuprofen, diclofenac, acetylsalicylic acid, salicylic acid and endocrine
disruptor bisphenol A. Isolation and concentration of pharmaceuticals from treated wastewater was
carried out by solid phase extraction (SPE). The sample of eluate was derivatized by
N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (MSTFA) and then analysed by gas chromatography with mass
spectrometry (GC/MS). Variation coefficient of measurements (n = 5) did not exceed 13.4%. Recoveries of
analytes were within the range of 32% for acetylsalicylic acid and 97% for ibuprofen and detection limits were
between 7+111 ng dm™. Concentrations of those pharmaceuticals in the effluents of Krakow Plaszow Sewage
Treatment Plants have been determined to be 529, 236 and 186 ng dm for diclofenac, salicylic acid and bisphenol
A respectively.

Keywords: nonsteroid analegesic drugs NSADs, bisphenol A, sewage eftluents, solid phase extraction, GC/MS



