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To assess what proportion are pharmaceutical pollution NSAIDs derived from phar-
maceutical companies in the sewage general made, determinations of these compounds
in the wastewater flowing out of selected pharmaceutical companies located in the region
of Wielkopolska. For comparison, I participated in a stream of urban waste water are the
pharmaceuticals introduced with industrial waste water, also collected wastewater from
the Central Wastewater Treatment Plant in Poznan.

The study shows that the main source of drug substances in the raw sewage is the ac-
tivity of everyday living in the area of population. Pharmaceutical represent only a small
percentage of these pollutants entering the sewage treatment plant. Trouble is the only
content of fenoprofen in the effluents from pharmaceutical companies, which accounts for
nearly a quarter of the amount of this compound present in the raw wastewater and half
of the amount present in the treated wastewater
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1. Wprowadzenie
1.1 Skad leki w sciekach i wodach powierzchniowych?

Od czaséw zainteresowania skazeniem $rodowiska zwigzkami chemicznymi wprow-
adzanymi przez czlowieka oraz ich wptywem na istnienie i rozwoj organizmow zywych,
niemal cala uwaga skupiona byta wylgcznie na tradycyjne ,,priorytetowe” zanieczyszcze-
nia, np. metale ci¢zkie. Jednak rosnace wykorzystanie produktow farmaceutycznych na
$wiecie sprawito, ze substancje te staty si¢ nowym problemem z punktu widzenia ochrony
srodowiska, na tyle istotnym, ze budza one wielkie zaniepokojenie wérdéd naukowcow
[1]. Sledzac doniesienia literaturowe mozna szybko si¢ zorientowa¢, ze substancje lekowe
w wodnych elementach §rodowiska naturalnego wystepuja na bardzo niskich poziomach
stezen, rzgdu ng/L [2]. Pomimo tego faktu, brak wiedzy na temat ich dlugoterminowej
obecnosci, a zatem ich wplywu na organizmy zywe i czlowieka jest powodem do nie-
pokoju i motorem do prowadzenia licznych badan i obserwacji w tym temacie.

Glownym zrodtem pozostatosci farmaceutykéw w wodach powierzchniowych sa oc-
zyszczalnie $ciekow. Ze wzgledu na duze zuzycie, leki i ich metabolity sa stale wprow-
adzane do $ciekow bytowo-gospodarczych, gtownie wraz z odchodami, przez ,,utylizacje”
niewykorzystanych lub przeterminowanych lekow [3, 4]. Pomimo rozbudowanego sys-
temu sieci kanalizacyjnych i istnieniu duzych ilosci oczyszczalni $Sciekow komunal-
nych, szpitalnych i przyzaktadowych, niestety z tych miejsc pozostatosci farmaceutykow
w strumieniu $ciekdw oczyszczonych trafiaja do naturalnych odbiornikéw, takich jak
rzeki, jeziora [2]. Dzieje si¢ tak dlatego, ze eliminacja zwigzkéw farmaceutycznych
W procesach oczyszczania sciekow jest raczej niska i w wyniku tego obecne s3 w wodach
powierzchniowych i wodzie pitnej [4,5]. Dowodem na to moga by¢ wyniki badan przeprow-
adzone przez Zembrzuska i wsp. [6]. W 2012 roku przeprowadzono kilkumiesigczny
monitoring wody rzecznej pobieranej z rzeki Warty w Poznaniu. W probkach wody
badano zawarto$¢ wybranych lekéw z grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
i przeciwbolowych (NLPZ), tj. ibuprofen, naproksen, ketoprofen, fenoprofen, tolmetin
i paracetamol. W catym okresie prowadzonego monitoringu oznaczono w wodzie rzecznej
wszystkie z wymienionych wczesniej zwiazkow. Ich zawarto§¢ zmieniata si¢ w zaleznosci
od pory roku. Wyniki tych badan nasunely pytanie, jakie jest zrodto tych zanieczyszczen,
skoro do Warty nie wplywaja $Scieki nieoczyszczone?

1.2 Skad leki w sciekach i wodach powierzchniowych?

Mimo, ze farmaceutyki wystepuja w stezeniach rzedu ng/L, ich negatywne
oddziatywanie dotyka bezposrednio zywe organizmy, ktore sg narazone na kontakt z nimi.

Niekiedy analiza chemiczna nie pozwala na wykrycie wszystkich oddziatujacych
negatywnie na zywe organizmy substancji a metody analityczne bedace w stanie oszacowac
stezenia na bardzo niskim poziomie sg bardzo drogie. [7]. Niektore zwiazki, do ktorych
zalicza si¢ takze farmaceutyki moga reagowac ze soba, dajac w konsekwencji produkty
bedace forma bardziej toksyczng od postaci wejsciowej. Stan i stopien toksycznosci moze
by¢ zalezny od czynnikéw fizycznych, jak np. pH, temperatura czy promieniowanie.
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Dlatego tez, w celu okreslenia stopnia toksyczno$ci danej substancji i oceny
srodowiska, alternatywnie do metod analitycznych, wykorzystywane sg metody biolog-
iczne. Jedng z nich jest bioindykacja, ktorej celem jest analiza wptywu zanieczyszczen na
materiat biologiczny, ktory moga stanowi¢ tzw. bioczujniki w postaci bakterii, wirusow,
czy przeciwciat.

Innym sposobem jest biomonitoring w $§rodowisku, majacy na celu obserwacje zmi-
an flory i fauny w badanym obszarze. Niekiedy stanowig go organizmy pelnigce role
wskaznikow wrazliwo$ci (jak np. ryby, matze) lub wskaznikéw kumulacji (np. glony,
skorupiaki, rosliny wyzsze, ryby), tzw. organizmy monitorowe.

Mikroorganizmy wykorzystywane do biotestow musza charakteryzowac si¢: wysoka
wrazliwoscig na szerokie spektrum toksyn, dostepnoscia w kazdym czasie, fatwoscia do
przetrwania w warunkach laboratoryjnych, niezmiennos$cig genetyczng, a takze musza
by¢ wyselekcjonowane pod katem wyeliminowania chorob czy pasozytow.

Badania z wykorzystaniem biotestow moga stuzy¢ do analiz probek w warunkach
laboratoryjnych, do ktdrych sztucznie wprowadza si¢ substancje szkodliwe lub rzeczy-
wistych, gdzie materiat pobiera si¢ bezposrednio ze Srodowiska, np. wody, gleby czy os-
ady. Testy natomiast prowadzone in situ wykorzystujg populacje organizmow zyjacych w
warunkach naturalnych. [7]

W ocenie toksyczno$ci definiuje sig:

- toksycznos¢ ostra, gdzie szkodliwe zmiany w organizmach testowych (powodujace
najczesciej $mierc) obserwowane sg po krotkim czasie ekspozycji, gtownie od 24h
do 96h,

- toksycznos$¢ chroniczna, gdzie szkodliwe zmiany zachodzace w organizmach tes-
towych (np. w postaci zaburzenia funkcjonowania uktadu pokarmowego, rozrodc-
zego lub innych narzadow) obserwowane sg po dtuzszym czasie ekspozycji.

Parametrem odnoszacym si¢ do interpretacji miary toksycznosci sg:

- LCx (ang. Lethal Concentration) — stgzenie analizowanego zwigzku, ktéremu
odpowiada $§mier¢ okreslonej w % liczby organizmow przy zatozonych warunk-
ach, w literaturze najcze¢sciej spotyka si¢ wartos¢ odnoszacg si¢ do 50% populacji,
tj. LC50,

- Ecx — (ang. Effect Concentration) — st¢zenie efektywne powodujace powstanie
okreslonych zmian fizjologicznych w organizmach testowych, np. unieruchom-
ienie, wyrazone w %,

- TU (ang. Toxic Unit) — jednostka toksycznosci,

- NOEL Iub NOEC (ang. No Observed Effect Level/Concentretion)— st¢zenie
substancji toksycznej, przy ktorym nie obserwuje si¢ niekorzystnego efektu jej
dziatania, otrzymane w wyniku zastosowania badanego testu,

- LOEL lub LOEC (ang. Lowest Observed Effect Level/Concentration) — najnizsza
dawka lub stgzenie, przy ktorym obserwowano pierwsze niekorzystne zmiany,

- LOAEL (ang. Lowest Observed Adverse Effect Level) — najnizsza dawka lub
stezenie substancji, przy ktorej w trakcie przeprowadzonych badan zauwaza si¢
szkodliwg zmiang [7,8].
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Biotesty wykorzystywane s3 do oceny toksycznosci: wod powierzchniowych
i podziemnych, wody oczyszczonej, Sciekow, osadéw $ciekowych czy odciekow.
Najpopularniejszymi organizmami wykorzystywanymi w tego rodzaju testach sg m.in.:

- bakteria: Vibrio fischeri - naturalnie wystepujaca w morzach i oceanach, charakte-
ryzuje si¢ zdolnoscig do emitowania $wiatta, czyli bioluminescencji. W tescie z jej
udziatem dokonuje si¢ pomiaru luminescencji przed i po inkubacji zawiesiny bak-
teryjnej z badang probka po 15 i 30 min. Miarg toksycznosci jest EC50 okreslajace
stezenie efektywne powodujace redukcje 50% emisji Swiatta przez bakterie,

- mikroalga (sktadnik fitoplanktonu) Pseudokirchnerirlla subcapitata (Selenastrum
capricornutum, Raphidocelis subcapitata). W tescie oceniane jest tempo wzrostu
mikroalg przez pomiar gestosci optycznej po 24h, 48h oraz 72h. Miara toksyczno$ci
jest EC50, stezenie efektywne powodujace 50% obnizenie przyrostu biomasy lub
liczby komorek,

- skorupiak Daphnia magna zyje w wodach stodkich, stanowi istotny sktadnik plank-
tonu stodkowodnego, stanowigcy pokarm ryb i innych zwierzat wodnych. W tescie
oceniana jest immobilizacja (unieruchomienie) lub $§miertelno$¢ rozwielitek po 24h
lub 48h. Miarg toksycznosci sa EC50-stezenie efektywne powodujace unieruchom-
ienie 50% badanych organizmow oraz LC50-stezenie $miertelne wskazujace na
$mier¢ 50% badanych organizmow,

- Danio reiro - stodkowodna ryba z rodziny karpiowatych. Test jest prowadzony na
wczesnych stadiach rozwojowych: stadium zarodka (embrion) oraz stadium lar-
walne (larwa). Miarg toksycznosci jest ocena przezywalnosci mikroorganizmow w
danych stadiach. Postaci embrionow i larw wykazujg wigkszg wrazliwo$¢ w porow-
naniu z osobnikami dorostymi.

- Lemna minor — jedna z najmniejszych na §wiecie roslin naczyniowych. Test analizu-
je zahamowanie wzrostu liczby roslin, liczby i powierzchni frondy, liczby i dlugosci
korzeni, suchej i $wiezej biomasy oraz zawarto$ci chlorofilu rzgsy drobnej w okresie
od 5 do 7 dni. Miarg toksycznosci jest EC50 — stezenie efektywne powodujace 50%
zahamowanie powyzej wymienionych parametrow,

- Salmo trutta m. lacustris — ryba z rodziny tososiowatych wystepujaca w czystych,
dobrze natlenionych i zimnych jeziorach oraz zbiornikach zaporowych. W tescie
analizowana jest obecno$¢ estrogendow w probkach wody lub $ciekéw poprzez po-
miar ilosci produkowanej witelogeniny (biatka prekursorowego biorgcego udziat
w produkcji zéttka w oocytach ryb, jego produkcja zachodzi pod wpltywem es-
trogenow). Test prowadzony jest na komorkach watrobowych (hepatocytach)
pochodzacych od meskich osobnikow.
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1.2 Sposéb oceny ryzyka srodowiskowego

Potencjalne ryzyko zwigzane z wystegpowaniem w Srodowisku substancji toksycznych
jest charakteryzowane na podstawie porownania dwoch parametréw: prognozowanego
stezenia substancji w §rodowisku (ang. PEC — Predicted Environmantal Concentration)
oraz przewidywanego st¢zenia nie wywotujacego zmian w srodowisku (ang. PNEC — Pre-
dicted No Effect Concentration) [9]. Warto$¢ parametru PNEC jest obliczana za pomoca
odpowiedniego wspotczynnika szacowania (ang. UF — Uncertainty Factor) wprowadza-
nego do wynikow badan (przeprowadzonych na organizmach zywych), takich jak: LC50,
EC50, NOEC, LOEC lub inne odpowiednie wyniki badan [8,9].

W Polsce regulacje prawne dotyczace weryfikacji stopnia toksycznosci poszczegol-
nych substancji szkodliwych dla $rodowiska okresla Rozporzadzenie Ministra Zdrowia
z dnia 12 stycznia 2005r. w sprawie sposobu dokonywania oceny ryzyka dla zdrowia
cztowieka i dla $rodowiska stwarzanego przez substancje nowe (Dz. U. 2005 Nr 16 poz.
138, zatacznik nr 3). W Europie natomiast wymog badan ekotoskycznosci stat si¢ warunki-
em uzyskania rejestracji lekow, na podstawie Dyrektywy 2001/83/WE Parlamentu Europe-
jskiego i Rady z dnia 6 listopada 2001r. w sprawie wspolnotowego kodeksu odnoszacego
si¢ do produktoéw leczniczych stosowanych u ludzi (Dz.U. L311 z28.11.2001, str. 67) jak i
substancji weterynaryjnych na podstawie Rozporzadzenia Komisji z dnia 27 marca 1992r.
Zmieniajace zatacznik V do rozporzadzenia Rady EWG nr 2377/90 ustanawiajacego
wspolnotowa procedure okreslania maksymalnych limitow pozostato$ci weterynaryjnych
produktow leczniczych w srodkach spozywczych pochodzenia zwierzgcego.

W Stanach Zjednoczonych Agencja Lekéw i Zywnoéci (ang. Food and Drug Admin-
istration FDA) opublikowala wytyczne (Guidance for Industry Metered Dose Inhaler
(MDI) and Dry Powder Inhaler (DPI) Drug Products 11.1998), wg ktérych wprowadzenie
leku do sprzedazy wiaze si¢ z przedstawieniem raportu oceny wplywu na $rodowisko,
podczas gdy spodziewane stgzenie substancji przekracza 1 pg/L, ktore stanowi 40 krotng
warto$¢ progowa [9].

Do najczgsciej analizowanych pod katem skutkéw srodowiskowych rodzajow lekow
z grupy niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ) nalezg ibuprofen, diklofenak,
naproksen, kwas acetylosalicylowy. Wg badan Carlsson i wsp. [10] najbardziej niebez-
pieczne dla srodowiska wodnego sa diklofenak, etynyloestradiol, ibuprofen, metoprolol,
parmacetamol i oksytetracykliny. Sposrod grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapal-
nych diklofenak wykazuje najwicksza toksycznos¢ ostra przy stgzeniu ponizej 100 mg/L
[9]. Krotki czas reakcji byl obserwowany w teScie ostrej toksycznosci z uzyciem alg
i bezkregowcow. Fitoplankton wykazat wrazliwo$¢ EC50 po 96h przy stezeniu 14,5 mg/L,
natomiast zooplankton dla EC50 — przy 22,43 mg/L [9].

Ibuprofen aplikowany w stezeniach 1-1000 pg/L stymulowal wzrost sinic, Synecho-
cystis ponad 5 dni. Najwyzszy wzrost zostal odnotowany przy stezeniu 10 pug/L. Ibupro-
fen zahamowal wzrost rzgsy wodnej Lemna minor po 7 dniach ekspozycji, w kazdym
z analizowanych stezen. Najsilniejszy elekt nastapit przy 1000 pg/L, gdzie wzrost rzgsy
wyniost 25%. Diklofenak, ktérego dziataniu zostat poddany pstrag Salmo trutta f. fario
zaburzyt funkcjonowanie nerek, oskrzeli oraz uktadu odpornosciowego [11].
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Badanie toksyczno$ci $ciekow z odptywu oczyszczalni, w ktorych wykryto dik-
lofenak, ibuprofen, karbamazeping oraz kofeing eksponowano na Daphnia magna. Po 24
godzinach nie zaobserwowano zahamowania funkcji zyciowych u tego skorupiaka [12].
Dane literaturowe wskazuja, ze pojedyncze farmaceutyki z grupy NLPZ poddane badaniu
toksycznosci w stezeniach obserwowanych w srodowisku nie wywotuja skutkéw lub ich
obecnos¢ powoduje §ladowe efekty. Naukowcy wskazuja jednak, ze te same rodzaje lekow
wystepujace w postaci mieszaniny moga wywotywac powazne skutki lub intensyfikowac
dziatanie innych zanieczyszczen. Potwierdzajg to badania m.in. Rizzo i wsp. [12], gdzie
mieszanina ibuprofenu, diklofenaku, karbamazepiny i kofeiny spowodowata wzrost
toksycznosci w granicach 87-100%, w stosunku do aplikowanych pojedynczo.

Obecnie, za najbardziej niebezpieczne, co wykazujg testy ekotosyczno$ci ostrej,
uznaje si¢ leki hormonalne [9,10,13]. Ryby poddane ekspozycji hormonéw steroidowych
syntetyzuja witellogening i tym samym obserwuje si¢ feminizacj¢ osobnikow meskich
(LOEC 17pB-estrediolu i estronu dla ryb wynoszg od 0,0004 nug/L do 0,75 pg/L, natomi-
ast 17a-etynyloestradiolu — 0,0003 pg/L). Niepokojaca grupa lekdw sg takze antybiotyki.
Oprocz szerokiego zastosowania w lecznictwie, coraz czgsciej dodawane sg prewen-
cyjnie do pasz zwierzat hodowlanych. Ich nieustanna ekspozycja na mikroorganizmy
powoduje wzrost odpornosci bakteriologicznych na czynniki chorobotwoércze, ostabiajac
jednoczesnie skutecznos¢ aplikowanego antybiotyku [9].

Obecnos¢ substancji farmaceutycznych jest analizowana w $rodowisku wodnym od
ponad dwodch dekad. Jak wskazujg liczne publikacje, nawet niewielkie stezenia roznych
grup zwigzkow lekowych, wywoluja pewne skutki srodowiskowe i oddziatujg negatywnie
na eksponowane, zywe organizmy. Ze wzgledu na stosunkowo krotki czas analizy, niektore
leki z grupy NLPZ w testach ekotoskycznos$ci nie wskazujg negatywnego oddziatywania
na $rodowisko. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze utrzymujaca si¢ tendencja ich transportu
do srodowiska, w dtuzszej perspektywie czasowej pozostanie nadal obojetna dla ekosys-
temow.

1.3 Rynek farmaceutyczny w Wielkopolsce

Wedtug danych udostgpnionych przez Wielkopolska Izb¢ Farmaceutyczng w Poznaniu
obecnie, na terenic wojewodztwa wielkopolskiego jest zarejestrowanych 1567 punktow
sprzedajacych farmaceutyki. Nalezg do nich, m.in. apteki ogdlne - stanowiace liczbg 1332,
punkty apteczne — w liczbie 134, apteki dziatajace bez zgody - 54, dziaty farmacji szpital-
nej — 37, apteki zaktadowe — 6, apteki szpitalne — 4 [14]. Ponad to, w obszarze tego wo-
jewodztwa funkcjonujg 52 hurtownie farmaceutyczne [15]. W same;j stolicy Wielkopolski
dziataja w sumie 334 apteki i punkty apteczne, co stanowi ponad 21% sposrdd catkowitej
ich liczby oraz 21 hurtowni farmaceutycznych, tj. 50% w skali wojewddztwa. Dane te
pozwalaja wnioskowa¢, ze w skali calego wojewodztwa, miasto Poznan produkuje
najwickszg ilo$¢ substancji farmaceutycznych. Ze wzgledu rowniez na najwyzszy stopien
zaludnienia, na ktory przypada 15% liczby mieszkancow catej Wielkopolski [16] nasuwa
si¢ wniosek, ze konsumpcja lekow roéwniez najsilniej koncentruje si¢ w obrebie miasta.
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W Wielkopolsce znajduje si¢ rowniez 30 najwigkszych przedsigbiorstw farmaceutyc-
znych (pod wzgledem warto$ci) na terenie kraju, m. in. Glaxosmithkline oraz Biofarm [17].
Procentowy udzial podmiotow prowadzacych dziatalno$¢ zwigzang z produkcja lekow
i wyrobow farmaceutycznych oraz badaniami w dziedzinie biotechnologii, umieszcza wo-
jewodztwo Wielkopolskie na 5 miejscu [18].

2. Niesteroidowe leki przeciwzapalne w sciekach z zaktadéw
farmaceutycznych i w sciekach komunalnych

Aby oceni¢, jaki udzial stanowia zanieczyszczenia farmaceutyczne z grupy NLPZ
pochodzace z zaktadow farmaceutycznych w Sciekach ogdlnych (bytowo-gospodarczych)
dokonano oznaczen tych zwigzkow w $ciekach wyptywajacych z szeSciu wytypowanych
zaktadow farmaceutycznych rozmieszczonych na terenie wojewodztwa Wielkopolsk-
iego. Dla porownania jaki udzial w strumieniu $ciekow komunalnych stanowig zaniec-
zyszczenia wytypowanymi farmaceutykami $cieki przemystowe, pobrano réwniez $cieki
z Centralnej Oczyszczalni Sciekow w Poznaniu.

2.1 Przygotowanie i oznaczanie pozostatosci NLPZ w prébkach
sciekow

2.1.1. Przygotowanie prébek do analizy LC-MS/MS

Badaniom zostato poddanych sze$¢ zaktadow farmaceutycznych. Aby usystematyzowac
zaktady poddane kontroli, w pracy postuzono si¢ skrotami Z1, 722, Z3, 74, Z5 oraz Z6.
Kazdy zaktad ma inng specyfike produkcji:

Z1 - specjalizuje si¢ w produkcji lekow zaréwno na receptg jak i bez recepty, a takze suple-
mentow diety. Wytwarza przede wszystkim farmaceutyki w formie tabletek, ale takze
w postaci masci, ptyndw oraz syropoéw. Substancjami czynnymi wykorzystywanymi
w najwigkszych ilosciach w zaktadzie Z1 s3: wodoroasparaginian potasu oraz wo-
doroasparaginian cynku, a takze ekstrakty roslinne.

Z2 - produkuje gtownie leki bez recepty, suplementy diety oraz kosmetyki. Wytwarza far-
maceutyki w formie tabletek, masci oraz zeli. Najczgsciej wykorzystywanymi sub-
stancjami czynnymi w zaktadzie Z2 s3: ekstrakty oraz wyciagi roslinne, a takze kwas
salicylowy i noniwamid.

Z3 - produkuje gtéownie leki bez recepty, suplementy diety oraz kosmetyki. Wytwarza
farmaceutyki glownie w formie masci, a takze tabletek, syropéw oraz ptynéw. Sub-
stancjami czynnymi wykorzystywanymi w najwickszych ilosciach w zaktadzie Z3
sa: linomag, euceryna oraz sol emska.

Z4 - produkuje gtownie leki bez recepty, suplementy diety oraz kosmetyki. Wytwarza
farmaceutyki w formie tabletek, masci oraz zeli. Substancjami czynnymi wykor-
zystywanymi w najwickszych ilosciach w zakladzie Z4 sa: ekstrakty oraz wyciagi
ro$linne, a takze kwas salicylowy i noniwamid.
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Z5 - produkuje leki zardwno na recepte jak i bez recepty, suplementy diety, produkty
stomatologiczne oraz kosmetyki. Wytwarza farmaceutyki w formie tabletek, granu-
latow, kapsutek migkkich, czopkoéw, masci, kremow, zeli oraz ptynow. Substancjami
czynnymi wykorzystywanymi w najwigkszych ilo§ciach w zaktadzie Z5 sg przede
wszystkim: paracetamol, kwas askorbowy, klotrimazol, acyklowir, salicylan choliny
oraz witaminy.

76 - produkuje leki zarowno na recepte jak i bez recepty oraz suplementy diety. Wytwarza
farmaceutyki przede wszystkim w formie tabletek, ale rowniez w postaci aerozoli
oraz syropow. Substancjami czynnymi wykorzystywanymi w najwiekszych ilosciach
w zaktadzie Z6 sa: paracetamol, omeprazol oraz wyciagi roslinne.

Badane $cieki surowe i oczyszczone pobrano z Centralnej Oczyszczalni Sciekoéw dla
Poznania znajdujacej sie w miejscowosci Koziegtowy. Scieki surowe pobierano przed
oczyszczalnig Sciekow, za$ oczyszczone bezposrednio na odptywie z oczyszczalni
Sciekow. Z posrod pracujacych na terenie Wielkopolski oczyszczalni $ciekdw wytypow-
ano wlasnie ta, ze wzgledu na jej rozmiary i ilo§¢ oczyszczanych $ciekow oraz ze wzgledu
na to, ze Poznan jest najwigkszy zurbanizowanym osrodkiem na tym obszarze.

Do izolacji i zatgzania pozostatosci badanych lekow zastosowano ekstrakcje do ciata
statego (SPE). Ekstrakcje prowadzono dla objgtosci probek wynoszacych 500 mL. Aby
uwzgledni¢ wplyw matrycy na zawarto$¢ analitbw w probee stgzenie poszczegdlnych
zwigzkoéw oznaczono technikg dodatku wzorca, tj. przez dodatek wzorca na réznym pozi-
omie st¢zen przed etapem ekstrakcji. Dla wymienionych probek rzeczywistych adsorpcje
prowadzono przy pH=7, wykorzystujac ztoze C18 (J.T. Baker). Zaadsorbowane anality
eluowano metanolem, ktory nastgpnie odparowano pod strumieniem azotu, za$ suchg
pozostatos¢ rozpuszczano w fazie poczatkowej stosowanej do rozdzielania chromatogra-
ficznego. Etapy przygotowania probek $ciekow zaprezentowano na rysunku 1.
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Rys.1. Schemat procedury ekstrakcji do ciata statego
Fig.1. Diagram of the procedure of solid phase extraction

2.1.2. Analiza LC-MS/MS

Analize jakosciows i ilo§ciowg badanych $ciekow wykonano technikg taczong LC-
ESI MS/MS. W badaniach wykorzystano chromatograf cieczowy Ultimate 3000 RSLC
firmy Dionex. Do rozdzielenia badanych lekoéw z grupy NLPZ zastosowano kolumng Hy-
persil Gold C18 (100 x 2,1mm x 1,9 um) firmy Thermo Scientifix. Jako faz¢ ruchoma zas-
tosowano mieszaning ztozong z metanolu (MeOH) (B) i 5 mM octanu amonu (A). Anality
z kolumny eluowano stosujac elucj¢ gradientowa: 0 min. 30% B, 10 min. 67 % B, 12 min.
100% B. Przeptyw fazy ruchomej wynosit 0,25 mL/min. Rozdzielenie chromatograficzne
prowadzono w temp. 35°C, obje¢to$¢ wprowadzanej do kolumny probki wynosita 5 uL.
Jako detektor zastosowano tandemowy spektrometr mas API 4000 QTRAP (Biosystems,
MDS Sciex, USA).
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Analize ilosciowa przeprowadzono stosujac tryb pracy spektrometru masowego MRM
(monitorowania wybranych reakcji). Jonizacj¢ prowadzono poprzez elektrorozpraszanie
(ESI) w trybie jonéw ujemnych. Warunki pracy spektrometru masowego: temperatura
zrodla jonéw 400°C, cisnienie gazu oslonowego 20 psi, ci$nienie gazu w rozpylaczu
50 psi, ci$nienie gazu suszacego 50 psi, napiecie przytozone do kapilary -4500 V. Monitor-
owane jony badanych zwigzkow w trybie pracy MRM, potencjal fragmentacji (DP) oraz
energi¢ zderzen (CE) przedstawiono w tabeli 1. Identyfikacji badanych lekéw z grupy
NLPZ dokonano na podstawie poréwnania czasow retencji sktadnika probki z czasami re-
tencji wzorcow analitycznych, rejestracji widm masowych oraz widma fragmentacyjnego
wybranego jonu molekularnego.

Tabela.1. Parametry pracy MS/MS dla poszczegolnych zwigzkéw z grupy NLPZ
Table.1. MS/MS parameters for the acquisition of NSAIDs

| o pestone | et | Erre | | e
Ibuprofen 205 -50 205->161 -12 205->159 -8
Ketoprofen 253 -50 253->209 -12 253->197 -10
Fenoprofen 241 -40 2415197 -12 24193 -52
Naproxen 229 -45 229->169 -38 229->185 -10
Tolmetin 256 -30 256->212 -10 256->210 -26
Paracetamol 150 -20 150->107 -24 150->60 -14

"MRM1 sygnat wykorzystany do okreslenia zawartosci
**MRM2 sygnat stuzgcy do potwierdzenia identyfikacji

2.1 Zawartos¢ wybranych NLPZ w sciekach komunalnych
i z przemystu farmaceutycznego

Opisang w punktach 2.1.1. 1 2.1.2. procedurg analityczng wykorzystano do wydziele-
nia, zat¢zenia i oznaczenia wybranych przedstawicieli lekow z grupy niesteroidowych
lekow przeciwzapalnych i przeciwbolowych. Stezenia zidentyfikowanych lekéw wyznac-
zono technika dodatku wzorca. Na Rys.2-6 przedstawiono wyniki przeprowadzonych
badan. Wszystkie badane substancje lekowe wykryto 1 ilo§ciowo oznaczono w $ciekach
surowych 1 oczyszczonych. Najwyzsze wyznaczone zawartosci NLPZ oznaczono
w $ciekach surowych. Najwyzsza zawarto$¢ dla tych Sciekow wyznaczono dla paraceta-
molu i wyniosta ona 51400 ng/L, nastepnie ibuprofen 4000 ng/L oraz naproxen i ketopro-
fen odpowiednio 2700 i 2500 ng/L. Najnizsza zawarto$§¢ w $ciekach surowych wyznac-
zono dla fenoprofenu i wynosita ona 62,8 ng/L.
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Rys.2. Zawarto$¢ ibuprofenu w $ciekach komunalnych i w $ciekach z zaktadéw farmaceutycznych
Fig.2. The content of ibuprofen in urban waste water and the effluent discharged from the
pharmaceutical company
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Rys.3. Zawarto$¢ paracetamolu w $ciekach komunalnych i w $ciekach z zaktadéw farmaceutycznych
Fig.3. The content of paracetamol in urban waste water and the effluent discharged from the
pharmaceutical company
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Rys.4. Zawarto$¢ naproxenu w Sciekach komunalnych i w Sciekach z zaktadéw farmaceutycznych
Fig.4. The content of naproxen in urban waste water and the effluent discharged
from the pharmaceutical company

Fenoprofen

28,3
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Rys.5. Zawarto$¢ fenoprofenu w Sciekach komunalnych i w $ciekach z zaktadéw farmaceutycznych
Fig.5. The content of fenoprofen in urban waste water and the effluent discharged
from the pharmaceutical company
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Rys.6. Zawarto$¢ ketoprofenu w $ciekach komunalnych i w $ciekach z zaktadéw farmaceutycznych
Fig.6. The content of ketoprofen in urban waste water and the effluent discharged
from the pharmaceutical company

Porownujac zawartosci poszczegélnych zwigzkéw z ich zawartosciami w $ciekach
oczyszczonych obserwuje si¢ spadek zawartosci, najwickszy dla paracetamolu a najm-
niejszy dla fenoprofenu. Dane te pozwalaja na stwierdzenie, ze paracetamol jest dobrze
degradowanym zwigzkiem, za$ fenoprofen, ktorego zawartos¢ w $ciekach oczyszczonych
spadta tylko o potowg musi wykazywaé dziatanie toksyczne wobec mikroorganizméw
tworzacych osad czynny w oczyszczalni sciekow. By¢ moze, gdyby $cieki nie zawieraty
substancji toksycznych wobec osadu czynnego degradacja pozostatych, np. paracetamolu
przebiegataby ze 100% wydajnoscia.

We wszystkich probkach $ciekow pobranych na odptywach z zaktadéw farma-
ceutycznych wykryto wszystkie, najczesciej stosowane i szeroko dostgpne leki, takie
jak: paracetamol, ibuprofen oraz naproksen. Ich zawarto$ci miescily si¢ w zakresie od
0,2 ng/L (naproksen —Z5) do 174,8 ng/L (paracetamol — Z3). Zaktad Z3 jest jedynym, ktory
wprowadza ze §ciekami do kanalizacji tak duze ilo$ci paracetamolu. Poza tym lekiem,
ktory ta firma wprowadza w porownywalnej ilosci jest naproxen (156,45 ng/L) i wartos$¢
ta tez jest maksymalng jakg oznaczono dla tego leku w badanych $ciekach. Fenoprofen
oznaczono w dwoch zaktadach Z1 (15,8 ng/L) oraz Z3 (1,4 ng/L). Ketoprofen wykryto
jedynie w jednym zaktadzie — Z4 (335,11 ng/L), z tym, ze lek ten osiagnat najwyzsze
z wyznaczonych stezen wszystkich lekow.
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Analizujac wszystkie otrzymane wyniki dla zaktadow farmaceutycznych, zaprezen-
towane na rys. 2-6 mozna zauwazy¢, ze strumien substancji lekowych w poréwnaniu ze
strumieniem obecnym w surowych $ciekach komunalnych jest niewielki. Oznacza to, ze
najwigkszy wptyw na ilo$¢ substancji lekowych dostarczanych na oczyszczalnig §ciekow
ma dziatalno$¢ bytowa ludno$ci zamieszkujacej dany teren. Jedynie fenoprofen oznac-
zony w $ciekach pochodzacych z zaktadu Z2 (15,8 ngl) stanowi znaczace zrodto tej sub-
stancji w $ciekach surowych (62,8 ng/L). Jest to do$¢ niepokojace, gdyz jest to zwiazek,
ktérego biodegradacja jest utrudniona, na co wskazuje wynik uzyskany dl asciekéw oc-
zyszczonych (28,3 ng/L).

W ocenie wktadu zaktadéw farmaceutycznych w stopien zanieczyszczenia $ciekOw
lekami z grupy NLPZ nalezy pamigtaé, ze substancje tam oznaczone sg sumg ilosci gen-
erowanej podczas cyklu produkcyjnego leku oraz ilosci wydalanej przez pracownikow
zazywajacych medykamenty. Udziat tych drugich niewatpliwie jest wigkszy w okresie
wzmozone] zapadalno$ci na infekcje gornych drog oddechowych.

3. Wnioski

Z przeprowadzonych badan wynika, ze gldéwnym zrodlem substancji lekowych
w $ciekach surowych jest dziatalnos¢ bytowa zamieszkujacej dany teren ludnos$ci. Zaktady
farmaceutyczne stanowig jedynie niewielki procent tych zanieczyszczen wprowadzanych
do oczyszczalni $ciekéw. Niepokojaca jest jedynie zawarto$¢ fenoprofenu w $ciekach
pochodzacych z zaktadow farmaceutycznych, ktora stanowi niemal jedng czwartg ilosci
tego zwigzku obecnej w Sciekach surowych i potowg ilo$ci obecnej w Sciekach oczyszc-
zonych.

Badania zostaty wykonane przy finansowym wsparciu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, projekty badawcze DS./03/31/DSPB/0314 1 DS./01/13/DSPB/0812.



WYSTEPOWANIE NIESTEROIDOWYCH LEKOW PRZECIWBOLOWYCH W WIELKOPOLSCE... 993

Bibliografia

1) Rocca L.M., Gentili A., Caretti F., Curini R., Pérez-Fernandez V., Occurrence of non-
steroidal antiinflammator drugs in surface waters of Central Italy by liquid chromatogra-
phy—tandem mass spectrometry,

2) Nannou Ch. I., Kosma Ch. L., Albanis T. A., Occurrence of pharmaceuticals in surface
waters: analytical method development and environmental risk assessment, Infern.

J. Environ. Anal. Chem.,2015, 95(13) 1242-1262

3) Nicolau A., Meric S., Fatta D., Occurrence patterns of pharmaceuticals in water
and wastewater environments, Anal. Bioanal. Chem., 2007, 378 1225-1234

4) Zajac A., Zembrzuska J., Kruszelnicka I., Ginter-Kramarczyk D., Stopien biodegradacji
niesteroidowych lekow zapalnych w procesach oczyszczania $ciekow w duzych aglom-
eracjach miejskich, Przemyst Chemiczny, 2014, 93(12) 2265-2269

5) Zajac A., Kruszelnicka I., Ginter- Kramarczyk D., Zembrzuska J., Biologiczne sposoby
usuwania zanieczyszczen z grupy emerging contaminants podczas oczyszczania §cickdw
Przemyst Chemiczny, 2016, 95 (2), 263-268

6) Zembrzuska J., Budnik I. Monitoring of selected steroidal antiflammatory drugs residues
in the River Warta, PhD Interdisciplinary Journal, Special Issue- Biotech Conference,
2013, 01 85-90

7) Mielzynska-Svach D., Control of hazardous substances in the Baktic Sea Region,
prezentacja power point zrealizowana w ramach projektu COHIBA wspoétfinansowanego
przez unijny Program Region Morza Baltyckiego 2007-2013

8) Kuczynska A., Wolska L., Namie$nik J., Rozdzial 32. Zastosowanie biotestow
w badaniach srodowiskowych. s. 667-698. W: Nowe horyzonty i wyzwania w analityce
i monitoringu Srodowiskowym. Red. Namie$nik J., Chrzanowski W., Szpinek P. Wydaw-
ca: Centrum Doskonatosci Analityki i Monitoringu Srodowiskowego
(CEEAM), Wydziat Chemiczny, Politechnika Gdanska, 2003, 807.

9) Fent K., Weston A.A., Caminada D., Ecotoxicology of human pharmaceuticals, Aquat.
Toxicol., 2006, 76 122-159

10) Carlsson C, Johansson A.-K., Alvan G., Bergman K., Kuhler T., Are pharmeceuticals
potent environmental pollutants? Part I: Environmental risk assessment of selected active
pharmaceutical ingredients, Sci. Total Environ. 2006, 364 67-87

11) Hoeger B., Kollner B., Dietrich D.R., Hitzfeld B., Water-borne diclofenac affects kidney
and gill integrity and selected immune parameters in brown trout (Salmo trutta f. Fario),
Agquat Toxicol., 2005 75(1) 53-64

12) Rizzo L., Fiorentino A., Grassi M., Attanasio D., Guida M., Advanced treatment of
urban wastewater by sand filtration and graphene adsorption for wastewater reuse: Effect
on a mixture of pharmaceuticals and toxicity, J. Environ. Chem. Eng.,

2015, 3, 122-128

13) Khetan S.K., Collins T.J., Human Pharmaceuticals in the Aquatic Environment:
A Challenge to Green Chemistry, Chem. Rev., 2007, 107 2319-2364

14) http://wif.poznan.ibip.pl- stan na dzien 09.04.2016r.

15) http://rhf.rejestrymedyczne.csioz.gov.pl- stan na dzien 09.04.2016r.

16) http://www.polskawliczbach.pl/wielkopolskie- stan na dzien 09.04.2016r.



994 J. ZEMBRZUSKA, A. ZAJAC, D. GINTER-KRAMARCZYK, I. KRUSZELNICKA

17) Wkiad innowacyjnego przemystu farmaceutycznego w rozwdj polskiej Gospodarki,
Raport PWC, wrzesien, 2011

18) Sektor farmaceutyczny i biotechnologiczny w Polsce, Departament Informacji Gosp-
odarczej Polska Agencja Informacji i Inwestycji Zagranicznych S.A., Polska Agencja
Informacji i Inwestycji Zagranicznych S.A., Invest in Poland, Warszawa, 2011



