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1. Uvod

Epidemiologija temeljena na analizi otpadnih voda (engl. Wastewater-based epidemiology, WBE)
razmjerno je nov i brzorastuci pristup za procjenu zivotnog stila, prehrambenih navika, izlozenosti
kemikalijama 1 patogenima te zdravstvenog stanja populacije na temelju analize specifi¢nih
biomarkera koji, nakon izluc¢ivanja iz ljudskog tijela, dospijevaju u komunalnu otpadnu vodu.
Koncentracija biomarkera u otpadnim vodama normalizira se prema protoku i broju stanovnika, a
dobivene informacije nude alternativni uvid u javnozdravstvene probleme i opce zdravlje
promatrane populacije. WBE je inovativan nac¢in prac¢enja potro$nje droga i drugih tvari, odnosno
izlozenosti okolisnim zagadivalima u stvarnom vremenu, ¢ime se omogucuje lakSe razvijanje i
implementacija strategija za suzbijanje konzumacije droga, a potencijalno i uvid u neke druge

javnozdravstvene probleme.

Koncept WBE razvijen je poc¢etkom 2000-ih, prvobitno kao alat za procjenu potro$nje droga
promatrane populacijel. Uz droge, razvijene su metode koje ukljucuju pracenje legalnih tvari, poput
nikotina, alkohola, kofeina i farmaceutskih spojeva, okolisnih zagadivala i bioloSkih markera, poput
virusa, ¢ime se WBE u novije vrijeme potvrdila kao jako koristan i popularan alat za pracenje

epidemioloske situacije tijekom pandemije uzorkovane novim koronavirusom SARS-CoV-224

Epidemiologija, kao znanost koja se bavi ¢imbenicima koji utje€u na zdravlje i bolest pojedinaca 1
drustava, podatke tradicionalno prikuplja pomocu anketa i/ili upitnika koje ispunjuju sami
ispitanici®, kao i primjenom metoda koje uklju¢uju analizu bioloskih uzoraka pojedinaca
(biomonitoring). Nedostatak tradicionalnog pristupa je kompiliranje i vrijeme obrade podataka,
pristranost ispunjavanja i ¢este konfabulacije ako pitanja traze informacije koje mogu sezati dalje u
proslost. S druge strane, studije koje ukljucuju analizu bioloSkih tekué¢ina organizacijski su slozene,
skupe, zahtijevaju eticka odobrenja te Cesto ne omogucuju pracenje vremenskih i prostornih
trendova. Upravo zbog toga, otpadne vode pruzaju neinvazivan, anoniman i objektivan uvid u
epidemiologiju populacije u stvarnom vremenu te imaju visok potencijal za znacajno poboljSanje
naseg razumijevanja javnozdravstvenih problema i brze reagiranje u slucaju emergentnih opasnosti

po zdravlje.

U nastavku seminarskog rada bit ¢e detaljnije opisani analiticki postupci te instrumentne analize

koje se najcesce primjenjuju u WBE.



2. Biomarkeri i obiljezja pristupa identifikacije biomarkera

Biomarkeri su kemijske ili bioloske tvari koje se mogu Koristiti za odredivanje prisutnosti ili
koli¢ine neke tvari ili stanja u tijelu pojedinca. U otpadnim vodama, ljudski biomarkeri mogu
pruziti informacije o uporabi droga i drugih tvari, izloZenosti okolisnim toksinima i prevalenciji
zaraznih i drugih bolesti u populaciji. Najc¢es¢e odredivani ljudski biomarkeri u otpadnim vodama
ukljucuju droge i njihove metabolite, poput kokaina, heroina i marihuane, kao i farmaceutske
proizvode te proizvode za osobnu njegu®.

Odabir odgovaraju¢ih biomarkera je klju¢an korak u WBE. Biomarkeri se moraju pazljivo odabrati
kako bi se osigurala to¢nost te moraju biti dovoljno osjetljivi za otkrivanje promjena u populaciji
koja se proucava. Uz to, biomarkeri trebaju biti detektabilni u otpadnim vodama i imati nisku
varijabilnost izmedu pojedinaca, kako bi se minimizirale pogreske u analizi podataka. PozZeljno je
da je ljudski urin njihov primaran izvor i da su koncentracije biomarkera na razini mikrograma po
litri uzorka influenta kako bi bili detektabilni i u razrjedenom uzorku otpadne vode’.

Biomarker bi trebao biti specifiCan za tvar od interesa i ne reagirati s drugim tvarima koje se mogu
pojaviti u uzorku otpadnih voda. Biomarker bi takoder trebao imati visoku selektivnost, §to znaci da
bi se trebao proizvoditi samo u odgovoru na ciljanu tvar, a ne na druge tvari ili ¢imbenike. Pritom
metaboliti u vecini sluajeva imaju prednost kod odabira potencijalnih biomarkera za WBE u
odnosu na roditeljske spojeve, koji mogu imati druge izvore u otpadnoj vodi (osim ljudskog
metabolizma). Upravo zbog toga se provode istrazivanja farmakokinetike biomarkera. Budu¢i da su
istrazivanja, odnosno podaci o farmakokinetici spojeva vrlo zahtjevni za dobivanje (zbog
vremenskih ogranienja i etickih pitanja), ¢eSée se koriste prethodno dobiveni farmakokineticki
podaci. Ako oni nisu dostupni, upotrebljavaju se alternativni pristupi dobivanja zeljenih
farmakokinetickih podataka, koji ukljucuju in-vitro istrazivanja pomocu jetrenih enzima i in-silico
modeliranje koje se provodi ra¢unalnim programskim podrikama’.

Drugi vazan kriterij je stabilnost biomarkera u otpadnim vodama. Biomarker bi trebao ostati
stabilan, odnosno nerazgradiv tijekom vremenskog razdoblja od izlucivanja iz ljudskog tijela do
njegove analize, sto ukljucuje stabilnost u kanalizacijskom sustavu, kao i tijekom prikupljanja i
pohrane uzoraka.

Postoji nekoliko pristupa za identifikaciju biomarkera, a dva najce$ce koriStena pristupa, analogno

identifikaciji proteina, su top-down i bottom-up (Slika 1.).
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Slika 1. Usporedba Top-down i Bottom-up pristupa

Top-down pristup zahtijeva proucavanje ljudskog metabolizma, identifikaciju tvari izlucenih
urinom, odabir onih koje se izlu¢uju u dovoljno visokom postotku, razvoj analiticke metode koja
moze detektirati te tvari, proucavanje stabilnosti, a zatim njihovo odredivanje u otpadnoj vodi.
Ovim pristupom razvijene su razne metode za odredivanje koncentracija droga®2°, opioida®%,
novih psihoaktivnih supstancil®®-26  proizvoda za osobnu njegu'?, farmaceutikal?132/-%2,
nikotina®%,  kofeina®%*, alkohola®*"4%41  umjetnih  zasladivada**®, pesticida?®** te
zdravstvenih biomarkera za giht*®, dijabetes*’, stres*®0 itd. Top-down je &es¢e koriSten pristup,
buduci da ciljano istrazuje o¢ekivane metabolite, Sto omogucuje lakSe planiranje 1 analizu.

Bottom-up pristup temelji se na neizravnoj analizi cijelog uzorka otpadne vode u kojemu se
identificiraju spojevi ljudskog porijekla i istrazuju potencijalni biomarkeri prema odgovaraju¢im
kriterijima. Ovim pristupom mogu se identificirati i transformacijski produkti biomarkera, kao i
ostali spojevi. Glavni nedostatak bottom-up pristupa je zahtjevnost identificiranja spojeva zbog
visoke sloZenosti matrice otpadne vode. Otpadna voda sadrzi visok postotak organske tvari te razne
metabolicke i razgradne spojeve Cije porijeklo nije iskljucivo covjek. Usprkos tome, bottom-up
pristup nudi $iru sliku, odnosno uvid u sadrzaj otpadne vode, putem cega se mogu prikupiti vrlo
vrijedne informacije. Ovim pristupom razvijene su metode za odredivanje bisfenola A%, novih

psihoaktivnih supstanci i njihovih transformacijskih produkata®>>4, droga'®, markera raka™ itd.



3. Uzorkovanje

Epidemiologija temeljena na analizi otpadnih voda bazira se na odredivanju koncentracije
biomarkera u otpadnoj vodi, kako bismo pouzdano odredili razinu izloZenosti tvarima od interesa za
pracenu populaciju. Radi reprezentativnosti, pozornost se posebno posveéuje vremenu i uvjetima
uzorkovanja otpadne vode. Preporuca se izbjegavanje uzorkovanja nakon razdoblja obilnih
padalina, kako bi se umanjio utjecaj razrjedenja matrice uzorka, $to utjeCe na detekciju i
kvantitativno odredivanje ciljanih biomarkera u otpadnoj vodi. S druge strane, koncentracije
odredenih spojeva mogu se i povecati nakon razdoblja padalina, kao $to je sluc¢aj kod nikotina.
Smatra se da je uzrok porasta koncentracije nikotina ispiranje s gradskih povrsina koje, izmedu
ostaloga, sadrze ostatke cigareta i opuske, Sto posljedi¢no povecava vrijednosti koncentracija
nikotina i nekih drugih organskih tvari u otpadnoj vodi®®. Buduéi da se uzorkovanje najéesée
provodi na uredajima za obradu otpadne vode, izbjegavaju se dogadaji poput remonta postrojenja,
drzavni blagdani, festivali i sl., jer mogu dati iskrivljenu sliku promatrane populacije, osim ako je
cilj istrazivanja specificno usmjeren na pracenje potrosnje, odnosno konzumacije odredenih tvari

tijekom posebnih dogadaja, poput tradicijskih manifestacija i festivala®’.

Najces¢a tehnika uzorkovanja otpadne vode je trenutno uzimanje odredenog volumena u
odredenom vremenu. Trenutni uzorak sadrzi koncentracije biomarkera otpadne vode u specifi¢cnom
vremenu, §to moze dati nepouzdane podatke o koncentracijskom profilu. 1z tog razloga, visestruko
uzorkovanje se provodi u definiranim vremenskim razmacima pomocu uzorkivaca (engl.
autosampler) pri istim uvjetima (mjesto uzorkovanja, volumen, skladistenje, materijal posude, itd.),
a tako prikupljene pojedina¢ne uzorke kasnije objedinimo u tzv. kompozitni uzorak. Za dobivanje
vremenskih trendova, najcesce se prikupljaju 24-satni kompozitni uzorci, uobicajeno kroz vise
uzastopnih dana (npr. tjedan).

Uzorkovanje proporcionalno protoku otpadne vode pokazalo se kao najpouzdanija tehnika
uzorkovanja za osiguravanje toénijeg odredivanja razina biomarkera u otpadnoj vodi®® (Slika 2.).
Takoder, zbog poteskoca u procjeni veli¢ine populacija, moderni alati, poput nadgledanja aktivnosti
na mobilnim uredajima, potencijalno mogu posluziti za prac¢enje dinamike stanovnistva, odnosno

normiranje koncentracija biomarkera®.
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Slika 2. Shematski prikaz uzorkovanja proporcionalno protoku otpadne vode

Medutim, nedostatak kompozitnog uzorkovanja je nemogucnost pracenja kratkoro¢nih skokova u
koncentracijama odredenih biomarkera, koji se mogu dogoditi izvan vremenskog okvira
uzorkovanja. Stoga se u novije vrijeme razvijaju i primjenjuju alternativne tehnike, poput pasivnih
uzorkivaca, koji mogu predvladati ograni¢enja niskih koncentracija pojedinih biomarkera u
otpadnoj vodi, moguéih promjena u protoku te zahtjeva za energijom®®®1?, Pasivni uzorkivaci
sastoje se od sorpcijskog materijala na bazi polimera koji mogu adsorbirati analite u tragovima
tijekom razdoblja dugotrajnog uzorkovanja. Nedostatak pasivnog uzorkivaca su teskoce s in-situ
kalibracijom, slaba robusnost, podloznost poja¢anom rastu nepozeljnih bioloskih tvari i moguénost
zaCepljenja membrane uslijed adsorpcije partikulata, $to posljedi¢no smanjuje stvarnu vrijednost
koncentracije®°.

McKay 1 suradnici slicnim su pristupom razvili, kalibrirali 1 validirali mikroporozne polietilenske
cijevi (engl. Microporous polyethylene tube, MPT) s multi-modalnim sorbensom (Strata-X u
agarozi), s naglaskom na analizu legalnih i ilegalnih droga®®. Ovisno o pristupu i cilju istraZivanja,
razvijene su razne varijacije pasivnih uzorkivaca, s naglaskom na ispitivanje razli¢itih sorbensa
ovisno o afinitetu promatranih analita, odnosno zbog smanjenja moguéih interferencija koje sa
sobom nosi slozena matrica otpadne vode®?,

Odabir tehnike uzorkovanja ovisi i o istrazivackim ciljevima i raspolozivim resursima za studiju.
Ucestalost i tip uzorkovanja moze se razlikovati ovisno o populaciji, farmakokinetici (metabolicki i

transformacijski putevi) te specifi¢nostima kanalizacijskog sustava (slozenost matrice)®2.



4. Priprema uzorka i ekstrakcija analita

Nacin skladiStenja i pripreme uzorka za daljnju obradu ovisi o stabilnosti ciljanog analita i
slozenosti matrice otpadne vode. Pravilna pohrana i priprema uzoraka moze znacajno utjecati na
to¢nost i pouzdanost rezultata. Opcenito, uzorci se trebaju pohranjivati na hladnom mjestu kako bi
se minimizirao rast mikroorganizama, oksidacija i drugi kemijski procesi. Idealno, trebaju se
obraditi Sto je prije moguce nakon prikupljanja, kako bi se minimizirali gubici ciljanih spojeva ili
moguce promjene u sastavu tijekom skladiStenja. U nekim se slu¢ajevima neposredno nakon
uzorkovanja dodaju reagensi koji povecavaju stabilnost analita tijekom pohrane. Primjerice, u
nekim se metodama uzorci zakiseljavaju, ¢ime se smanjuje rast mikroorganizama.®*

Kod pripreme uzoraka za analizu mogu se primijeniti razli¢ite tehnike, koje mogu ukljucivati

filtraciju, centrifugiranje, ekstrakciju na ¢&vrstoj fazi i druge. lzbor metode pripreme ovisi 0

fizikalno-kemijskim svojstvima spojeva od interesa i osjetljivosti i selektivnosti analiticke tehnike.

4.1. Filtracija

Filtracija je jedna od najéesc¢e primijenjenih tehnika pripreme uzorka u analitickoj kemiji. U obradi
uzorka filtracija se Cesto koristi za uklanjanje velikih Cestica 1 ostataka koji mogu ometati analiticka
mjerenja, a time se ujedno i Stite analiti¢ki instrumenti u daljnim postupcima. Kod epidemiologije
temeljene na analizi otpadnih voda, filtracija se obi¢no provodi pomocu filtarskih papira ili
membrana'®, a izbor papira ili membrane ovisi o vrsti uzorka i veli¢ini ¢estica koje se Zele ukloniti.
Filtracijska brzina moze se povecéati primjenom vakuumskih pumpi, $to omogucuje brze i
ucinkovitije uklanjanje kapljevine iz uzorka. Medutim, vazno je paziti na moguce gubitke analita
tijekom filtracije uslijed adsorpcije na filtrirane partikulate ili same filtar papire, kao i na
kontaminaciju uzorka primjenom neodgovarajucih materijala.

U praksi se za uklanjanje krupnijih ¢estica kod predobrade uzorka otpadne vode Cesto koriste filtri
od staklenih vlakana (engl. Glass-fibre, GF), budu¢i da uglavhom ne uzrokuju znacajne gubitke
ciljanih analita®, ali ponekad se, ovisno o metodi, upotrebljavaju i filtri od drugih materijala.5®
Takoder se &esto koriste i filtri manjih dimenzija i veli¢ine pora 0,22 pm33-3740-4246 j 0 45 ym?*? od
raznih materijala, kao $to su GHP (hidrofilni polipropilen) i regenerirana celuloza, za filtraciju

zavrSnog ekstrakta prije instrumentne analize.



4.2. Centrifugiranje

Centrifugiranje omogucuje odvajanje Cestica i Cvrstih tvari od Kapljevite faze, ¢ime se olakSava
daljnja analiticka obrada. Centrifugiranje se obi¢no provodi u brzim rotacijskim uredajima, gdje se
uzorak postavlja u centrifugalnu cijev i rotira pri velikim brzinama. 1zbor brzine rotacije ovisi 0
gustoéi Cestica koje se zele odvojiti od Kapljevite faze te je vazno paziti na moguce gubitke ili
kontaminaciju tijekom centrifugiranja. Kao predobrada za daljnju analizu otpadne vode, najéesca
primjena centrifugiranja je kod analize biomarkera alkohola i odredenih pesticida, gdje je brzina
centrifuge 3500 okretaja u minutil’36404144 Nakon centrifugiranja uzorci se najéesée filtriraju i
izravno injektiraju na instrument, Sto je u ovim slucajevima spregnuti sustav tekucinske
kromatografije i spektrometrije masa. Za razliku od filtracije, centrifugiranje omogucuje jasno
odvajanje dviju faza bez potrebe prolaska uzorka kroz medij poput filtarskog papira ili membrane,

¢ime se umanjuje mogucnost kontaminacije i adsorpcije.

4.3. Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-phase extraction, SPE) je metoda ekstrakcije analita
temeljena na njihovoj adsorpciji na materijale Cvrste faze (najéeSée u kolonici) i naknadnoj

desorpciji otapalima (Slika 3.)
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Slika 3. Shematski prikaz ekstrakcije na ¢vrstoj fazi



Postupak ukljucuje propustanje uzorka kroz materijal ¢vrste faze koji zadrzava analit, zatim susenje
kolonice i eluiranje analita prikladnim otapalom, najéescée ¢istim metanolom®-1218:20.21,23.27,29,30.37,37-
39,44,455067-69 i metanolom s dodatkom amonijakal?1>2>2870 odnosno mravlje kiseling?244":1 radi
bolje eluacije. Osim metanola, u literaturi se spominje koriStenje smjesa diklormetana, 2-propanola
i amonijaka u odredenim omjerima za eluaciju nekih farmaceutika®?, ilegalnih droga®® te novih
psihoaktivnih supstanci®.

Odredeni uzorci otpadne vode korigiraju se na nisku pH vrijednost (2 do 5) prije ekstrakcije na
Svrstoj fazi kako bi se poboljsala uginkovitost ekstrakcije odredenih skupina analita®

10.13,18,23,24,21,28,34,36,48,49.68-70.70.72  73kjseljavanje pomaze u protoniranju kiselih funkcionalnih

organskom otapalu koje se Kkoristi za SPE. Osim toga, mozZe protonirati moguc¢e ometajuce vrste
koje se mogu koeluirati s ciljanim analitima, smanjuju¢i njihovu topljivost u organskoj fazi i
poboljSavajuci specificnost ekstrakcije. Mnogi biomarkeri, poput farmaceutika, disruptora
endokrinog sustava i proizvoda za osobnu njegu, sadrze karboksilne kiseline, sulfonske kiseline ili
fenolne skupine, koje su kiselog karaktera. Navedene kiselinske skupine mogu biti deprotonirane
pri bazi¢nim uvjetima, §to smanjuje njihovu topljivost u organskom otapalu koje se koristi za SPE.
Iz tog razloga, zakiseljavanje uzorka prije SPE moze poboljsati ucinkovitost ekstrakcije ovih
biomarkera 1 poboljSati osjetljivost analize.

Osim zakiseljavanja, kod odredenih uzoraka upotrebljava se enzim beta-glukuronidaza, koja
hidrolizira glukuronidne konjugate odredenih skupina analita, poput lijekova i njihovih metabolita,
u slobodne oblike®*"™. Glukuronidacija je uobi¢ajeni put metabolizma faze Il u jetri, gdje se
glukuronska kiselina veze s funkcionalnom skupinom na mati¢nom spoju kako bi se povecéala
njegova topljivost u vodenoj fazi i olaksalo izlu¢ivanje iz tijela putem urina. Glukuronidi su ¢esto
polarniji i manje topljivi u organskim otapalima koja se koriste za SPE u usporedbi sa svojim
odgovaraju¢im slobodnim oblicima, $to smanjuje analiticke povrate. Dodavanjem beta-
glukuronidaze u uzorak prije ekstrakcije, glukuronidni konjugati se mogu hidrolizirati natrag u
Ovaj korak hidrolize moze poboljsati analiticki povrat i osjetljivost analize za neke lijekove i
njihove metabolite u uzorcima otpadnih voda.

Takoder, EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina) se moze dodati uzorku otpadne vode prije
postupka ekstrakcije na ¢vrstoj fazi kako bi se sprjecila interferencija metalnih kationa. Uzorci

otpadne vode mogu sadrzavati visoke koncentracije metalnih kationa, koji mogu vezati neke analite
8



u kelatne komplekse.” To moze dovesti do loseg analitickog povrata i neto¢nih rezultata. EDTA je
keliraju¢i agens koji moze stvarati komplekse s metalnim kationima, ¢ime se oni uklanjaju iz
matrice uzorka te sprije¢ava ometanje SPE procesa?®3!. To je posebno vazno kada se analiziraju
spojevi prisutni u tragovima, kao $to je slucaj kod okolisnih uzoraka, gdje ¢ak i male koli¢ine
metalnih kationa mogu znacajno utjecati na dobivene koncentracije promatranih analita.

Za proci$éavanje i koncentriranje uzoraka SPE postupkom, uobi¢ajeno se koriste kolonice punjene
reverzno-faznim polimernim sorbensom, kao Sto je Oasis HLB (engl. Hydrophilic-lipophilic
balance) 10:111320.22,24,27,30-3234-384445506889 ~ Qyaj polimerni sorbens karakterizira uravnoteZeni
odnos hidrofilnih 1 lipofilnih interakcija, Sto ga ¢ini prikladnim za Sirok spektar spojeva uz
zadovoljavajuce analiticke povrate. Uz kolonice Oasis HLB, koriste se i kolonice Oasis
MCX913152023242870 &ije punjenje sadrzi funkcionalne skupine s kationskim izmjenjivacem.

Osim HLB i MCX, u literaturi se spominje i koristenje kolonica Strata-X*>#7, Tecan Cerex Trace-
B, Cleanert PCX?®, UCT XRADH 506,%° Cleanert PEP22"*° te razne varijacije postojeéih
sorbensa, gdje se u praksi mijesa viSe tipova sorbensa za dobivanje optimalnih analiti¢kih povrata i
uspjesniju ekstrakciju, poput afitnitetnog sorbensa za biomarker oksidativnog stresa 8-isoprostan’®,
Takoder, prethodno spomenuti pasivni uzorkivaci sadrze prilagodene sorbense kojima su postignuti

zadovoljavajuéi rezultati, poput Strata-X u agarozi'? te tankoslojni pasivni uzorkivaé sa sorbensima
HLB, XAD 18 te XDA-1"°.

4.4. Ekstrakcija tekuce-tekuce

Ekstrakcija tekuce-tekuce (engl. Liquid-liquid extraction, LLE) jedna je od primjenjenih tehnika u
epidemiologiji temeljenoj na analizi otpadnih voda. Ova tehnika omogucuje uklanjanje analita iz
uzorka vode i njihovu koncentraciju u organskom otapalu (Slika 4.). Pri provodenju LLE, odabir
odgovarajuceg otapala i omjera otapala i vode klju¢ni su ¢imbenici ucinkovitosti ekstrakcije. U
uzorke se dodaje odredeni volumen organskog otapala ili smjese otapala u nekoliko ciklusa, a
najceS¢e koriStena otapala su aceton, acetonitril i metanol, s ili bez dodatka kiseline. Nakon
ekstrakcije, organsko otapalo odvaja se od vodene faze, a zatim se otapalo otparava kako bi se
dobila koncentrirana otopina analita. Medutim, vazno je uzeti u obzir da razli¢iti analiti mogu imati
razli¢itu topljivost u otapalima, pa stoga odabir odgovarajuc¢eg otapala za ekstrakciju ovisi o
specifi¢nosti analita koji se Zeli izolirati. Pravilna primjena LLE, uz optimizaciju uvjeta ekstrakcije i

ekstrakcijskih parametara, moze biti klju¢na za dobivanje tocnih 1 pouzdanih rezultata. lako rjede
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koriStena od SPE, zbog veée potroS$nje otapala, LLE je nasla primjenu u ekstrakciji metabolita

katekolamina pomo¢u etil acetata uz dodatak natrijevog klorida’.
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- _ = . \. ° ° L / -] ° o °
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OTAPALO MIESANJE SEPARACIJA FAZA

Slika 4. Shematski prikaz ekstrakcije tekuce-tekuce

10



5. Instrumentna analiza

Uzorci otpadne vode, ¢ija predobrada ukljucuje prethodno opisane metode, sadrze Cesto vrlo niske
koncentracije promatranih spojeva unutar sloZzene matrice uzorka te se za njihovu kvalitativnu i
kvantitativnu analizu uglavnom upotrebljavaju visokoosjetljivi i visokoselektivni spregnuti sustavi
kromatografije i spektrometrije masa. Podaci dobiveni instrumentnom analizom obraduju se
raCunalnim programima dostupnima na instrumentu. Kromatografske tehnike koje se koriste u
WBE uglavnom ukljuéuju tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (engl. High
performance liquid chromatography, HPLC), teku¢insku kromatografiju ultra-visoke djelotvornosti
(engl. Ultra-high performance liquid chromatography, UHPLC) te plinsku kromatografiju (engl.
Gass chromatography, GC).

5.1. Tekucinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa

Tekucinska kromatografija u kombinaciji sa spektrometrijom masa (LC-MS) smatra se vode¢om
metodom u instrumentnoj analizi okoli$nih uzoraka. Metabolizirani spojevi koje izlu¢ujemo urinom
su obi¢no polarniji od njihovih izvornih spojeva, sto LC-MS ¢ini vrlo pogodnom instrumentnom
tehnikom za analizu otpadne vode. Prednosti analize LC-MS sustavom ukljucuju kratko vrijeme
analize, fleksibilnost metode i sposobnost istodobne analize velikog broja spojeva uz visoku
selektivnost i osjetljivost.

U WBE, LC-MS analizi ¢esto prethodi korak pro¢iS¢avanja i ukoncentriravanja pomoc¢u SPE zbog
razmjerno niske koncentracije vecine biomarkera u otpadnoj vodi. Pojedine biomarkere, koje
nalazimo u vi§im koncentracijama u otpadnoj vodi, poput etil sulfata®®374%4 (biomarker za
potro$nju etilnog alkohola), mozemo injektirati izravno, uz prethodnu mehanicku obradu (filtracija,
centrifugiranje, itd.) kako ne bi doslo do oStecenja i/ili zaCepljenja sustava.

Popularni odabir LC sustava za instrumentnu analizu otpadne vode ukljucuje tekucinsku
kromatografiju visoke djelotvornsti (HPLC)S,12—14,1&18,20—22,24730,32,33,33736,36,37,37,38,40416,48750,67,70773 ili
tekuéinsku kromatografiju ultravisoke djelotvornisti (UHPLC)}, UHPLC kolone imaju manji
promjer punila u usporedbi s HPLC kolonama, $to povecava kromatografsku razlu¢ivost i znac¢ajno
skracuje vrijeme analize. Kod analize ciljanih spojeva u WBE primjenjuje se kromatografija
obrnutih faza, gdje nepokretna faza sadrzi modificirane nepolarne C18 lance na povrSini

punilall16:2024.27-32.34,354450.710.13 '3 pnokretna faza je kombinacija ultradiste vode i organskog otapala,
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s ili bez dodatka kiseline, soli ili pufera. Osim C18, koriStene su i druge modifikacije povrSine
punila poput bifenilne skuping!?12:16:26:36:48:49.67.71 "wantafluorfenilpropila (PFPP)*" itd.

U situacijama gdje rezultati reverznofazne kromatografije nisu zadovoljavajuéi, svoju primjenu
pronasla je kromatografija hidrofilnih interakcija (engl. Hydrophilic interaction chromatography,
HILIC), metoda koja omogucuje bolje zadrzavanje polarnih i nabijenih spojeva. HILIC je korisna
tehnika za razdvajanje vrlo polarnih spojeva poput alkaloida.?®

Nakon provedenog razdvajanja u tekuéinskom kromatografu, analiti su otopljeni u velikom
volumenu otapala, $to nije prikladno za spektrometriju masa, koja se provodi u uvjetima visokog
vakuuma. lonizacija elektrorasprSenjem (engl. Electrospray ionization, ESI) najc¢esce je koristena
metoda ,,meke* ionizacije u LC-MS sustavima, koja se koristi za prevodenje analita u plinsku fazu i
ionizaciju polarnih nehlapljivih organskih molekula. Vecina biomarkera otpadnih voda je bazi¢nog,
odnosno neutralnog karaktera, sto omogucava laku detekciju u pozitivnom polaritetu ionizacije.
Takoder, ne smije se zanemariti da se odredeni spojevi poput metabolita stresa, ftalata, pojedinih
farmaceutika i1 biomarkera alkohola odreduju u negativnom polaritetu ionizacije

12,27,30,31,36,37,40,41,49,50,67,73

Kada su analiti pretvoreni u ionski oblik, ulaze u MS sustav gdje se dodatno razdvajaju i
kvadrupol (QqQ)!1:16:2024.27-32,34,354450.70.13 ' oji se Eesto koristi u tandemnoj spektrometriji u MRM
(engl. Multi-reaction monitoring) nacinu rada (Slika 6.), Sto omogucuje selektivnu analizu

odabranih tranzicija specifi¢nih za analiziranu komponentu, uz visoku osjetljivost i selektivnost.

AN

HPLC/UHPLC IONIZACIA ANALIZATOR DETEKTOR

Slika 5. Shematski prikaz LC-MS sustava
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Slika 6. Shematski prikaz MRM nacina rada
Osim QqQ, koriste se i drugi analizatori, poput ionske stupice spregnute s kvadrupolom (engl.
Quadrupole-linear lon Trap-Mass Spectrometry, QTRAP)!214.27.283031,38,464849 o analizatora s
vremenom preleta spregnutog s kvadrupolom (engl. Quadrupole Time-of-Flight, QToF)°157¢,
QTRAP tehnologija temelji se na istom principu kao trostruki kvadrupol, gdje je tre¢i kvatrupol
konfiguraran kao linearna ionska stupica (engl. Linear ion trap, LIT), kako bi se poboljsala
kvalitativna funkcija snimanja. Dodatkom LIT-a omoguéuje se istovremeno snimanje cijelog
zadanog raspona masa (tzv. Full scan) i to¢no trazenih tranzicija kako je postavljeno u MS metodi.
QToF se primjenjuje kod kvalitativne analize uzorka otpadne vode jer omogucuje visoku masenu
rezoluciju i preciznost mase u cijelom rasponu. Na taj na¢in dobiva se §ira slika, s moguénoséu
detekcije 1 identifikacije nepoznatih i/ili neocekivanih spojeva, tj. opseznija analiza sloZzene matrice
uzorka otpadne vode, $to je pozeljno posebice kod bottom-up pristupa identifikacije biomarkera.
Primjena LC-MS tehnika za kvantitativnu analizu moze biti ograniCena promjenama intenziteta
signala u uzorcima otpadne vode zbog sloZene matrice, §to otezava kvantitativno odredivanje putem
vanjskih (eksternih) kalibracijskih krivulja. Stoga se Cesto koristi metoda dodatka unutarnjeg
(internog) standarda, koji bi trebao biti izotopno obiljezeni analog, zbog sli¢nih fizikalno-kemijskih
svojstava 1 ponaSanja, a koji bi trebalo dodati u uzorak na pocetku pripreme kako bi se kompenzirali
svi potencijalni gubici tijekom priprave uzorka, kao i utjecaji matrice’’. Ako takav standard nije
dostupan, odabire se spoj sli¢nih fizikalno-kemijskih svojstava, pri ¢emu je bitno da se taj spoj ne

nalazi u originalnom uzorku.
13



5.2. Plinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa

Plinska kromatografija temelji se na istom principu kao i tekucinska kromatografija. Komponente
otpadne vode odvajaju se na temelju njihovih afiniteta prema zadrzavanju na nepokretnoj fazi.
Pokretna faza je inertni plin nosa¢ u koji se ubrizgava uzorak. Nepokretna faza je punilo kolone Cije
su Cestice Cesto prekrivene mikroskopskim slojem viskozne tekuéine. Najces¢e odabrana kolona za
odredivanje biomarkera u uzorcima otpadne vode je HP-1 kolona, koja sadrzi punilo od
dimetilpolisiloksana®3°4’. Za ionizaciju se koristi snazna tehnika ionizacije elektronskim udarom
(engl. Electron impact, El), koja daje stabilne odzive.

Upotreba plinske kromatografije spregnute sa spektrometrom masa u analizi otpadne vode manje je
popularna metoda u odnosu na LC-MS zbog toga S§to veéina spojeva od interesa nisu termicki
stabilni, odnosno hlapivi. Stoga, GC-MS analizi naj¢es¢e prethodi derivatizacija spojeva, ¢ime se
kemijskim postupkom mijenjaju svojstva, odnosno struktura analita za bolje razdvajanje i povecanje
osjetljivosti metode™. Prema literaturi, derivatizacijski agensi koji su pronasli primjenu u WBE kod
analize metamfetamina i metformina (biomarker dijabetesa) su trifluorooctena kiselina (TFA)® i N-
metil-bis(trifluoroacetamid) (MBTFA)***’. TFA se uobicajeno koristi za derivatizaciju karboksilnih
kiselina, alkohola, amina i tiola, dok se MBTFA Koristi za derivatizaciju primarnih i sekundarnih
amina te tiola’®. Prednost GC metode je manji volumen injektiranja u odnosu na LC, $to posljedi¢no
smanjuje potrosnju uzorka i utjecaj optereCene matrice otpadne vode. Osim toga, derivatizacija

doprinosi selektivnosti i osjetljivosti metode*’.

5.3. Ostale metode detekcije

U literaturi se spominje koriStenje raznih tipova biosenzora, koji su se pokazali kao koristan alat u
WBE®"#_ Razli¢ite izvedbe biosenzora su u fazi istrazivanja radi odredivanja koncentracije teskih
metala, organskih onecis¢ujucih tvari, farmaceutika, biomolekula, peptida, proteina, virusa, gena
antibiotske rezistencije, itd.%

Papirnati mikrofluidicki senzori predstavljaju inovativnu tehnologiju za manipulaciju malim
volumenima uzoraka i detekciju razli¢itih vrsta analita. Prednost takve tehnologije je smanjenje
potrebnih koli¢ina uzoraka, kemijskih reagensa, kao i redukcija potrebne infrastrukture prilikom
medicinske dijagnostike. Analogno medicinskoj dijagnostici, aptasenzori su biosenzori koji koriste

aptamere kao prepoznavaju¢e elemente za kemijsko vezanje. Aptameri su molekule kratkih
14



jednolancanih nukleinskih kiselina (oligonukleotidi, odnosno peptidi) koje imaju visok afinitet za
specifi¢nu tvar®.

Takoder, razvijena je kolorimetrijska metoda temeljena na neagregirajuéim nanocesticama

plemenitih metala (AUNPs — nanocestice zlata i Au@Ag-Cestice zlata i srebra) za odredivanje
koncentracije droga®®.
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6. Zaklju€ak

WBE je nov i1 obecavajuéi alat za procjenu zdravlja i ponasanja stanovnisStva na temelju analize
specificnih biomarkera u otpadnim vodama. Ovom metodologijom omoguéuje se brzo i
neinvazivno prikupljanje podataka o potrosnji droga, lijekova, prehrani, bolestima i drugim
aspektima zivota stanovniStva na odredenom podrucju. WBE takoder moze sluziti kao rano
upozorenje za izbijanje zaraznih bolesti ili kemijskog oneciS¢enja okoliSa. Koncentracija
biomarkera u otpadnim vodama normalizira se prema protoku i broju stanovnika, kako bi se dobila
procjena potroS$nje ili optereCenja po glavi stanovnika. Prednosti u odnosu na tradicionalne
epidemioloske metode, poput anketa i/ili klinickih studija, su manji troSkovi, kraée vrijeme
obuhvata rezultata, manja vjerojatnost pogreSske zbog pristranosti ispitanika i odabranog uzorka

populacije.

Za analizu biomarkera u otpadnim vodama uglavnom su koriStene dvije glavne analiticke metode:
SPE i HPLC-MS/MS. SPE omoguéuje koncentriranje i procis¢avanje biomarkera iz uzoraka
otpadnih voda, dok je HPLC-MS/MS metoda koja omogucuje razdvajanje, identifikaciju i

kvantitativno odredivanje ciljanih biomarkera.

Medutim, WBE takoder ima neke izazove i ogranicenja, poput sloZenosti uzorkovanja i analize
otpadnih voda, utjecaja raznih ¢imbenika na sudbinu i ponasanje biomarkera u kanalizacijskom
sustavu, nedostatka standardiziranih protokola i smjernica za provedbu WBE studija te eti¢kih i
regulatornih pitanja vezanih uz privatnost i informiranost stanovniStva. Unato¢ tim izazovima,
WBE ima veliki potencijal za budu¢i razvoj 1 primjenu u razli€itim podrucjima javnog zdravstva,

okoli$a 1 druStvenih znanosti.
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