KONCNO POROCILO PROJEKTA N1-0143: Novi pristopi za oceno uporabe psihoaktivnih zdravilnih
ucinkovin in prepovedanih drog z analizo odpadnih vod

1. Povzetek

Namen predlaganega projekta je razviti inovativne postopke vzorcenja in analiznih metod
za oceno uporabe/zlorabe prepovedanih drog in psihoaktivnih substanc kot so
antidepresivi, antipsihotiki in benzodiazepini v splosni populaciji. Analiza ¢loveskih
produktov izlocanja v odpadnih vodah nudi edinstvene moznosti o pridobivanju podatkov
o uporabi teh snovi. Glavni cilj naloge je bil validirati inovativno aktivno-pasivno
vzorcenje (APS) ter dolociti strategije odkrivanja biomarkerjev prepovedanih drog in
psihoaktivnih zdravilnih uc¢inkovin, katerih porabo v dolo¢enih skupnostih je potrebno
dolgorocno spremljati. Hipoteza, ki smo jo preverili, je bila, ali bo APS zagotovilo
primernejso strategijo vzorcenja v primerjavi z vsakodnevnim 24-urnim kompozitnim
vzorc¢enjem. V okviru projektne naloge smo najprej razvilii analizne metode za dolo¢anje
biomarkerjev psihoaktivnih zdravil in prepovedanih drog v odpadnih vodah. Nato smo
razvili APS strategije za ciljne analite v vtokih in iztokih odpadnih vod ter preucili
prednosti oz. omejitve APS vzorcenja v realnih pogojih. Rezultate smo primerjali s
konvencionalnim 24-urnim kompozitnim vzoréenjem. V okviru projekta smo izvedli
vzorcenja vtokov in iztokov odpadnih vod s Cistilnih naprav razli¢nih slovenskih in
belgijskih mest. Glavni namen projekta so bili, da kot prvi ocenimo uporabo psihoaktivnih
ucinkovin v izbranih slovenskih in belgijskih mestih in uspesnost odstranjevanja izbranih
spojin iz odpadnih vod izbranih €istilnih naprave ter preu¢imo uporabnost APS za uspesno
identifikacijo novih psihoaktivnih snovi.

Skupno smo objavili 20 znanstvenih in eno strokovno publikacijo na temo predloZene
projektne naloge, 5 ¢lankov je v recenziji oz. pripravi, sodelovali pa smo tudi s prispevki
na 12 znanstvenih mednarodnih konferencah (glej Tocko 3). Vse zastavljene naloge smo v
celoti izpolnili.

2. Poroéilo o uresnicitvi predloZenega programa dela oziroma ciljev na raziskovalnem projektu

Cilj 1: Validacija analiznih metod za dolo¢anje biomarkerjev psihoaktivnih spojin
(PS) v odpadni vodi

Naloga 1.1: Identifikacija biomarkerjev

Na osnovi preglednih ¢lankov [1-3], podatkov o predpisovanju/prodaji psihoaktivnih
spojin (PS) smo izbrali relevantne antidepresive, benzodiazepine, antipsihotike in opioide
ter ustrezne biomarkerje.

Naloga 1.2. Razvoj in validacija analiznih metod

Razvili in validirali smo metode (LC-MS/MS) za dolocanje antidepresivov, opioidov,
benzodiazepinov, z-zdravil [4-6, K1-K4] ter antipsihotikov [a] v nepreciS¢eni odpadni
vodi. Poleg klasi¢nih smo za procesiranje vzorca majhnega volumna razvili "high
throughput" ekstrakcijo [7, 8], preucili stabilnosti biomarkerjev v odpadni vodi (naloga
1.3) ter ocenili uporabo PS (naloga 3.2). Dodatno smo razvili GC-MS/MS metodo za
ugotavljanje aplikativnosti aktivno pasivnih vzorcevalnikov (APS, naloga 2.2.) pri



dolocanju trendov uporabe PS [b]. Za dolgoro¢no spremljanje ¢asovno-prostorskih
trendov uporabe PS (naloga 3.2), oceno ucinkovitosti odstranjevanja izbranih PS med
¢is¢enjem odpadnih vod ter razsirjenosti PS v povrSinskih vodah (naloga 3.3) smo razvili
in validirali LC-MS/MS metodo za analizo neprecisc¢ene in precis¢ene odpadne ter
povrsinske vode [c].

Naloga 1.3. Preucevanje stabilnosti izbranih biomarkerjev v odpadni vodi

Dostopne podatke o stabilnosti biomarkerjev PS smo zbrali v preglednem ¢lanku [3], ki je
bil osnova $tudije stabilnosti izbranih antidepresivov, opioidov [4, 5] in antipsihotikov.
Vecina slednjih je v kanalizacijskem sistemu (4 in 20 °C) stabilnih do 10 ur, med
shranjevanju vzorcev (-20 °C) pa do 3 mesece [a].

Cilj 2: APS strategije za doloCitev biomarkerjev prepovedanih drog in PS v
odpadnih vodah

Naloga 2.1. Optimizacija APS

Za optimizacijo strategij aktivno-pasivnega vzorcenja (APS) z geli smo izbrali dva
polimerna sorbenta: HLB in MCX ter razli¢na vezivna sredstva. APS gele smo za izbrane
PS karakterizirali pod laboratorijskimi pogoji. Dolo¢ili smo Ksw (koeficient razporeditve
sorbent-voda), kx (konstanta akumulacije), D (difuzijski koeficient) in opravili kineti¢ne
eksperimente, ki so pokazali, da je kinetike sorpcije odvisna od speciacije in hidrofobnosti
PS [KS5, K6, b].

Naloga 2.2. Primerjava 24-h kompozitnih vzorcev in APS vzorcevalniov

Z namenom dolocitve akumulacijskega profila izbranih spojin smo poleti 2023 APS
izpostavili (1, 3, 5, 7 in 14 dni) iztoku treh belgijskih CN ter vzporedno opravili e
pasivno (POCIS in 0-DGT) in aktivno (24-urne kompozitno) vzoréenje. Koncentracije
tar¢nih PS v vzorcih pridobljenih z APS, pasivnim ter aktivnim vzor¢enjem so dobro
korelirale, zato smo jeseni 2023 poskus ponovili na Centralni €istilni napravi Ljubljana,
kjer smo dodatno vzorcili Se vtok. Izkazalo se je, da APS trenutne konfiguracije zaradi
kompozicije neprecisc¢ene odpadne vode ni primeren za vzorcenje vtokov (masenje
membran, okvara ¢rpalk), zato smo predlagali nadgradnjo APS, t.j., vgradnja dvojnih
membran in mocnejse Crpale, ki poteka na Univerzi v Antwerpnu. Koncentracije PS v
iztokih pa so dobro korelirale med vzorci pridobljenimi z APS, pasivnim in aktivnim
vzorcenjem [b].

Naloga 2.3. Karakterizacija sorpcije biomarkerjev ob prisotnosti mikrodelcev iz
odpadne vode

Za interpretacijo APS rezultatov je nujno poznavanje vpliva suspendiranih delcev (SPM)
na sorpcijo PS. V laboratoriju smo APS gele izpostavili vodi z dodanimi SPM, ki smo jo

pridobili iz neprec¢isc¢ene odpadne vode s filtracijo in pokazali, da SPM lahko delujejo kot
vektorji prenosa PS v gel [KS5, K6, b].



Cilj 3: Aplikacija 24-urnega kompozitnega vzorcenja in APS za oceno kratkoroc¢ne
in dolgorocne uporabe prepovedanih drog in PS

Naloga 3.1. Izvedba vzorcenja

V treh sezonah (pomlad, poletje 2019 in zima 2020) smo vzorcili vtoke in iztoke (24-urni
kompozitni vzorci) ter pripadajoce sprejemne povrsinske vode (trenutni vzorcei) Sestih
slovenskih CN razli¢nih konfiguracij in dolo¢ili u¢inkovitost odstranjevanja dovoljenih in
prepovedanih drog ter njihovo razsirjenost v vodnem okolju [9]. V letu 2022 smo
vzoréenje ponovili na sedmih CN in ocenili ué¢inkovitost odstranjevanja izbranih PS [c].
Ucinkovitost odstranjevanja PS na podlagi APS vzorcenja (jesen 2023) zaradi tezav z
vzorcenjem vtokov nismo uspeli ovrednotiti (glej nalogo 2.1.).

Naloga 3.2. Zdravstvena ocena populacije na osnovi WBE
a) Ocena prostorskih in ¢asovnih trendov

Ocenili smo prostorsko-Casovne trende uporabe PS v Belgiji in Sloveniji ter obravnavali
vpliv pandemije COVID-19 [4, 6-8, 10, 11, K1-K3, K7-K10].

b) Ujemanje WBE in socio-epidemioloskimi podatkov o uporabi PS

Preucili smo omejitve WBE postopka in mozne izboljSave vrednotenja uporabe PS [12,
S1], na podlagi ¢esar smo razvili dve analizni metodi za razlikovanjem med odvrZeno in
uporabljeno drogo. Z enantiomernim profiliranjem biomarkerjev amfetaminov (kiralna
derivatizacija, GC-MS/MS) smo neobicajno visoke vsebnosti MDMA v odpadni vodi
Ljubljane dolo¢ene spomladi 2020 povezali z neuporabljeno drogo, odvrzeno v
kanalizacijo [13]. Ceprav je tovrstna precenitev uporabe PS mogo&a, pomembnih razlik
med uporabi antidepresivov ocenjeno preko analize odpadnih vod ter zabeleZene letne
predpisane/prodaje koli¢ine nismo zaznali [7]. Nadaljnjo, smo kot prvi z GC-C-IRMS
analizo doloc¢ili razmerje stabilnih izotopov ogljika v morfinu, ki smo ga iz odpadne vode
izolirali z ekstrakcijo in preparativno (»flash«) kromatografijo in primerjali sestavo z
uli¢no drogo ter zdravili [d]. Cetudi smo IRMS metodo sprva naértovali uporabit za
razlikovanje med uporabljneo in odvrzeno drogo, so se razsikave izkazale primerne za
dolocanje geografskega porekla droge.

Naloga 3.3. Uéinkovitost ¢i¢enja CN

Preucili smo stopnjo odstranitve ostankov dovoljenih in nedovoljenih drog tekom ¢iS¢enja
odpadnih vod, njihovo pojavnost v povrSinskih vodah in ocenili tveganje za okoljske
organizme [2]. U¢inkovitost odstranjevanja drog je bila odvisna od tehnologije ¢iS¢enja,
prisotnost nekaterih ostankov drog v sprejemnih rekah pa je lahko Skodljiva za vodne
organizme. Rezultati kaZejo slabse odstranjevanje antidepresivov na slovenskih CN [c].



Naloga 3.4. Nove psihoaktivne snovi (NPS)

Raziskave razvoja netar¢nih analiz [ 14, 15] so osnova za identifikacijo novih
psihoaktivnih snovi (NPS) v okviru tega projekta. NPS so bili prisotne v odpadnih vodah
slovenskih izobrazevalnih ustanov razli¢nih stopenj (osnovne, srednje Sole in visokosSolski
zavodi) [16, 17], pet NPS pa smo dolocili in semi-kvantificirali tudi v sedmih slovenskih
mestih [e, K11, K12]. Dodatno smo bili raziskovalci Univerze v Antwerpnu in 1JS
udeleZeni v treh mednarodnih raziskavah spremljanja pojavnosti NPS v vtokih Cistilnih
naprav [18-20], v katerih smo z razvojem novih protokolov za analizo netar¢nih spojin in
podajanjem rezultatov pripomogli k boljSemu poznavanju uporabe NPS na globalni ravni.
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3. Ocena stopnje uresnicitve programa dela raziskovalnega projekta in zastavljenih
ciljev

Projektna naloga je imela tri cilje:

Cilj 1: Validacija analiznih metod za dolo¢anje biomarkerjev psihoaktivnih spojin
(PS) v odpadni vodi

V okviru tega cilja smo imeli tri naloge in sicer: identifikacijo biomarkerjev (naloga 1.1),
razvoj in validacijo analiznih metod (naloga 1.2) ter preucevanje stabilnosti izbranih
biomarkerjev v odpadni vodi (naloga 1.3). Izpolnili smo vse zastavljene naloge (za
podrobnosti glej tocko 3) in skupno objavili 8 ¢lankov [1-8] in rezultate predstavili na 4
konferencah [K1-K4]. Trije ¢lanki so v pripravi [a-c].

Cilj 2: APS strategije za dolocitev biomarkerjev prepovedanih drog in PS v
odpadnih vodah

V okviru tega cilja smo imeli sledece naloge: optimizacija APS (naloga 2.1), primerjava
24-h kompozitnih vzorcev in APS vzorcevalnikov (naloga 2.2) ter karakterizacija sorpcije
biomarkerjev ob prisotnosti mikrodelcev iz odpadne vode (naloga 2.3). Tudi v okviru tega
cilja zastavljene naloge smo popolnoma izpolnili, rezultati pa so bili predstavljeni na dveh
konferencah [K5, K6] ter bodo povzeti v ¢lanku, ki je v pripravi [b].

Cilj 3: Aplikacija 24-urnega kompozitnega vzorcenja in APS za oceno kratkoro¢ne
in dolgoro¢ne uporabe prepovedanih drog in PS

V okviru tretjega cilja smo imeli sledeCe naloge: izvedbo vzorcenja (naloga 3.1.),
zdravstveno oceno populacije na osnovi WBE (naloga 3.2.), kjer smo preucevali



prostorske in casovne trende uporabe PS ter ujemanje med podatki WBE in dostopnimi
socio-epidemioloskimi podatki. Ovrednotili smo okoljski vpliv uporabe prepovedanih
drog in PS (naloga 3.3.) ter ocenili uporabo novih psihoaktivnih snovi (naloga 3.4).
Zastavljene naloge smo poponoma izpolnili in objavili v 17 znanstvenih publikacijah [2,
4, 6-20], 3 pa so v pripravi [c-¢]. Prav tako smo rezultate predstavili v eni strokovni
publikaciji [S1] ter na 7 konferencah [K1-K3, K7-K10], dodatno pa bodo predstavljeni Se
na 2 (2024 [K11, K12]).

ZAKLJUCKI: V okviru projektne naloge smo ne le izpolnili vse zastavljene cilje,
temvec jih tudi presegli. To je razvidno iz objavljenih publikacij (20 ¢lankov), 5 pa jih je
poslanih v objavo oz. so v zaklju¢ni fazi priprave. Vsi ¢lanki so objavljeni v mednarodnih
revijah z izjemno visokim faktorjem vpliva, kjer bi izpostavila sledece revije (vse A"):
Journal of Hazardous Materials, Water Reserach, STOTEN, Environment International in
Talanta. Rezultate projektnega dela smo objavili tudi v obliki strokovnega ¢lanka ter
predstavili na Stevilnih mednarodnih znanstvenih konferencah (10 konferencnih
prispevkov in 2 pripravljena za ustno predstavitev na konferencah v aprilu in maju

2024). Ocenjujemo, da smo izpolnili vse v projektni nalogi zastavljene cilje.
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