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INTRODUCERE

INTRODUCERE

Numeroase studii din literatura (Kummerer, 2009; Yi et al., 2020; Rastogi et al., 2021;
Adeleye et al., 2022; Kock et al., 2023; Choi et al., 2024) atrag atentia asupra reziduurilor de
produse farmaceutice prezente in mediile acvatice ale tarilor industrializate si in ale celor in
curs de dezvoltare, deoarece acestea constituie un risc asupra mediului si a sanatatii publice.
Reziduurile provin in mare parte in urma consumului sau productiei de medicamente.
Consumul de medicamente reflectd conditiile socio-economice ale tarii, precum si Starea de
sanatate a populatiei. Aparitia afectiunilor sezoniere (raceli, viroze, gripe, alergii) sau a unei
pandemii (SARS-CoV-2) conduc la cresterea consumului unor clase de medicamente (Samal
etal., 2022).

Colectarea traditionala a informatiilor referitoare la consumul de medicamente in randul
populatiei se realizeaza prin centralizarea prescriptiilor medicale, a datelor privind vanzarile
de medicamente detinute de farmacii, companii sau prin intermediul chestionarelor, dar toate

aceste metode prezinta limitari (Castiglioni et al., 2014; Escola Casas et al., 2021).

O noud metoda de monitorizare a consumului de substante, numita ,,Epidemiologia
bazata pe ape uzate” (wastewater based epidemiology, WBE) a fost dezvoltata in ultimii 20 de
ani (Zuccato et al., 2005; Castiglioni et al., 2014; Gracia-Lor et al., 2017; Kasprzyk-Hordern
et al., 2023). Inci de la prima aplicare in anul 2005 de citre Zuccato, metoda WBE a cunoscut
o dezvoltare spectaculoasd. Metoda se bazeazd pe madsurarea biomarkerilor (produsi de
metabolism uman) si/sau a compusilor parinte, excretati de catre populatie, in sistemul de
canalizare, iar informatiile oferite sunt calitative, cantitative, aproape in timp-real si ofera

anonimitatea persoanei care a consumat.

In Romania, datele aferente consumului de medicamente in randul populatiei sunt greu
de accesat, iar studiile cu privire la acest consum pe baza epidemiologiei bazate pe ape uzate
sunt foarte putine si sunt realizate in cadrul unor studii europene (Castiglioni et al., 2021;
EUDA, 2024.). Aceste studii urmaresc, 1n principal, consumul de substante ilicite. Ca urmare,
teza prezinta elaborarea unor metode de analiza si extractie a paracetamolului impreuna cu
patru antiinflamatoare nesteroidiene (ketoprofen, naproxen, diclofenac si ibuprofen), a cinci
hormoni steroidieni (estriol, 17-B-estradiol, estrond, 17-a-etinilestradiol si hidrocortizon),
precum si a opt medicamente beta-blocante (atenolol, nadolol, pindolol, acebutolol,
metoprolol, bisoprolol, propranolol si betaxolol) din probe de apa uzata si aplicarea metodei

epidemiologiei bazate pe ape uzate pentru a estima consumul acestora in randul populatiei.
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Cercetarile realizate in prezenta teza de doctorat privesc medicamentele mentionate si
se concentreaza pe urmatoarele aspecte:

v Dezvoltarea unor metode de analiza a medicamentelor studiate prin cromatografia de
inalta performantda in faza lichida cu detectie cu fotodiode, precum si cuantificarea
acestor compusi in probe de apa uzata.

v Dezvoltarea unor metode de analizd a unor medicamente studiate (paracetamol,
antiinflamatoare nesteroidiene, beta-blocante) prin cromatografia in faza gazoasa
cuplatd cu spectrometrie de masd, precum si cuantificarea acestora in probe de apa
uzata.

v Dezvoltarea unor metode de analizd a unor medicamentelor studiate (paracetamol,
antiinflamatoare nesteroidiene, beta-blocante) prin cromatografia de inalta performanta
in faza lichida cuplata cu spectrometria de masa in tandem, precum si cuantificarea
acestora in probe de apa uzata.

v" Dezvoltarea unor metode de extractie a medicamentelor studiate din apa uzata, utilizand
extractia lichid-lichid (paracetamol si antiinflamatoare nesteroidiene), extractia pe faza
solidd (paracetamol, antiinflamatoare nesteroidiene, hormoni steroidieni, beta-
blocante) si microextractia dispersiva lichid-lichid (beta-blocante).

v’ Estimarea consumului de medicamente studiate prin aplicarea epidemiologiei bazate pe
ape uzate, utilizand concentratiile determinate in probele de apa colectate din influentul

statiei de epurare a municipiului Cluj-Napoca.

Noutatea acestei teze consta in faptul ca metoda epidemiologiei bazate pe ape uzate
utilizatd pentru estimarea consumului medicamentelor mentionate in randul populatiei, in
Romania, este la prima Tncercare, iar extractia simultana a opt beta-blocante cu ajutorul
microextractiei dispersive lichid-lichid, dupa stiinta noastra, nu este mentionata in datele din
literatura.

Prezenta teza de doctorat este structurata in doua parti, o parte teoretica care cuprinde
studiul de literatura in specificul tezei si o parte experimentald care prezintd contributiile
originale.

Partea teoretica este structurata in trei capitole care cuprind: (i) date generale despre
medicamentele studiate, (ii) informatii despre efectele acestora asupra mediului inconjurator
ca surse poluante si normele legislative in vigoare, (iii) descrierea metodei epidemiologiei

bazate pe ape uzate, precum si pasii de urmat, necesari aplicarii acesteia.



INTRODUCERE

Partea experimentala este structurata tot in trei capitole, in care sunt prezentate
contributiile originale privind medicamentele studiate: (i) metodele de analiza prin diferite
tehnici cromatografice, (ii) metodele de extractie si microextractie si (iii) estimarea consumului

de medicamente n randul populatiei aflata sub investigatie.

Rezultatele prezentate in lucrarea de fata au fost realizate in cadrul studiului doctoral si
au fost diseminate in cadrul unor manifestari stiintifice internationale, in tara si strainatate,

publicate sau sunt in curs de publicare n reviste cotate ISI.
La sfarsitul prezentei teze de doctorat sunt anexate:

v' Lista abrevierilor utilizate frecvent in teza de doctorat (Anexa ),
v' Lista publicatiilor stiintifice si participarile la manifestari stiintifice (Anexa II) si

v Nota privind stagiul de cercetare desfasurat in strainatate (Anexa III).

Epidemiologia bazata pe ape uzate (Wastewater Based Epidemiology, WBE) este o
metoda relativ noua si bine definita (Reinstadler et al., 2021) care se bazeaza pe analiza unui
biomarker (produs de excretie al metabolismului uman) si/sau a compusului parinte prezent
in apele uzate neepurate, in vederea obtinerii informatiilor calitative si cantitative privind
activitatile umane dintr-o anumitd zona, conectate la acelasi sistem de canalizare (Zucatto et
al., 2005; van Nuijs et al., 2011; Castiglioni et al., 2013; Gracia-Lor et al., 2017). Totodata,
WBE este o0 metoda complementara in studiile care urmaresc consumul compusilor de interes
in randul populatiei, deoarece aduce informatii suplimentare despre consumul de scurtd si de
lungd durata sau despre cel ocazional (evenimente sportive sau muzicale) al acestor compusi,
fapt ce permite monitorizarea si avertizarea cu privire la consumul de substante psihoactive noi
sau etnobotanice, si acopera aproape intreaga populatie conectata la sistemul de canalizare
(Castiglioni et al., 2014; Lai et al., 2016). Mai mult, o analizad detaliata a datelor obtinute cu
aceastd metoda coroborate cu cele din diferite seturi de date rezultate din campanii de
informare, strategii de diminuare a consumului, prezenta unor virusuri etc. poate fi deosebit de

utila prin noile informatii aduse (Boogaerts et al., 2021).

Totusi, metoda WBE prezinta si cateva dezavantaje generate de lipsa informatiilor in
legdtura cu puritatea, dozajul sau cu frecventa de utilizare a compusului de interes si, in unele
cazuri, modul de administrare, un singur compus sau concomitent cu alti compusi. Ca urmare,
metoda nu reda clar numarul consumatorilor deoarece cantitatea consumata este normalizata
(mg/zi/1000locuitori sau doze/zi/1000locuitori), nu face distinctia intre un consum ridicat
datorat cresterii numarului de consumatori sau cresterii dozei consumate si nici nu poate estima

pretul compusului de interes (Castiglioni et al., 2014; Rice et al., 2020; Boogaerts et al., 2021).
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1. Prelevarea probelor compozite de apa
uzata din influentul statiei de epurare

2. Transportul probelor prelevate la laborator H

Extractia imediata a compusilor de interes
3. sau
Inghetarea probelor la —20°C _I

4. Analiza probelor de apa uzata si obtinerea Debit (m?/zi)
concentratiilor compusilor de interes (ng/L)

4

5. Determinarea gradului de incarcare a apelor uzate
la intrarea in statia de epurare (g/zi)

i Estimarea populatiei |

L

| 6. Normalizarea cantitatilor regasite (mg/zi/1 000locuitori) I Facttobrulf:le cclarecpe pentru
metabolismul uman

¥

| 7. Determinarea consumului la nivelul populatiei (mg/zi/1000locuitori) I— Doza medie

N

| 8. Exprimarea cantitatilor de compusi de interes sub forma de doze (doze/zi/1000locuitori) |

Succesiunea etapelor si datele necesare pentru determinarea consumului compusilor de
interes prin intermediul metodei epidemiologiei bazate pe ape uzate.

Importanta studiului WBE

Medicamentele sunt compusi chimici terapeutici, creati special sau izolati, pentru a
preveni, ameliora sau trata diferite boli. Contin substante farmaceutice active, individuale sau
in combinatii, avand capacitatea de a traversa membranele celulare si a produce efectul
terapeutic dorit (Calisto & Esteves, 2009). Consumul tot mai ridicat de medicamente este
cauzat de mai multi factori: (i) cresterea nivelului de trai si cererea tot mai mare de produse
alimentare, in special proteina animala (Kock et al., 2023), (ii) imbatranirea demografica a
populatiei si vulnerabilitatea fata de afectiunile cronice, (iii) cresterea numarului de
medicamente disponibile pentru tratamentul diferitelor afectiuni si boli, (iv) accesul usor la
medicamente, precum si (V) influenta industriei farmaceutice prin reclamele promovate
intensiv (Escola Casas et al., 2021).

Medicamentele prezintd diferite structuri chimice, dar clasificarea uzuald se face pe
clase sau grupe terapeutice bazate pe modul de actiune si tratamentul bolilor, cum ar fi:
antibiotice, analgezice si antiinflamatoare, hormonale, antidepresive, antivirale,

anticoagulante, sedative etc. (Samal et al., 2022).
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Medicamentele sunt, in general, compusi polari, cu structuri chimice variate,
prezentadnd una sau mai multe grupari ionizabile, proprietati lipofile sau hidrofile (Patel et al.,
2019), caracter acid, bazic sau amfoter. Orice modificare Tn structura chimica a unui
medicament poate avea consecinte asupra solubilitatii si a polaritatii acestuia, dar si asupra
unor proprietati privind comportamentul lor in mediu, unde medicamentele se regésesc sub
diferite forme (neutre, cationice, anionice sau zwitterionice), generand astfel un comportament
complex. Medicamentele isi pastreaza structura chimica mult timp dupa utilizare, pentru a-si
putea indeplini rolul, prin urmare un procent destul de ridicat este eliberat in factorii de mediu,
in forma originala (Feng et al., 2013).

Progresul si cresterea numdrului de medicamente disponibile pentru tratamentul
afectiunilor si al bolilor se poate observa prin concentratiile tot mai mari regasite in mediul
inconjurator, in special n mediul acvatic (Rastogi et al., 2021).

Medicamentele si metabolitii acestora ajung in factorii de mediu, in special in apa, in
urma evacuarii apelor epurate din statiile de epurare, acesta fiind punctul de transfer in factorii
de mediu (Khumalo et al., 2023). Statiile de epurate primesc ape uzate domestice, spitalicesti,
industriale, precum si cele provenite de la fermele de animale. In majoritatea cazurilor, statiile
de epurare sunt construite sa elimine nutrientii, patogenii, particulele materiale, dar nu si
compusii farmaceutici (Adeleye et al., 2022; Kotecka et al., 2022). Medicamentele pot sa
ajunga n apa si sol In urma utilizarii namolului de la statiile de epurare ca ingrasamant sau a
gunoiului de la fermele de animale, precum si din locurile gestionate necorespunzator unde au
fost ingropate cadavre de animale (Nguyen et al., 2023).

Tn apele uzate domestice, sursele de medicamente, atat in mediul urban cét si rural, sunt
consumul, spalarea acestora de pe corp sau aruncarea la canalizare a medicamentelor expirate,
nedorite sau neutilizate. in Uniunea Europeani, medicamentele expirate au un sistem special
de colectare, de altfel si in Romania. Dupa expirarea termenului de valabilitate, medicamentele
trebuie duse la centrele speciale de colectare din cadrul spitalelor, la punctele care se ocupa de
gestionarea acestora sau la farmacii (Tit et al., 2016; Bungau et al., 2018).

Medicamentele sunt special concepute pentru a provoca un raspuns biologic in urma
utilizarii, dar pot produce si un efect nespecific, datoritd persistentei si rezistentei la degradare
(Gonzélez-Gonzalez et al., 2022). Eliberarea constanta a acestora in factorii de mediu produce
efecte mutagene, genotoxice si ecotoxicologice asupra plantelor, animalelor si oamenilor
(Samal et al., 2022; Huynh et al., 2023).

Monitorizarea incarcarii apei uzate cu medicamente si a consumului acestora prezinta

importantd deosebitd, intrucat furnizeazd dovezi si informeaza factorii decizionali in legatura
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cu sandtatea populatiei si a mediului. Pentru a obtine date cantitative, sunt utilizate ecuatii
matematice si se ia in considerare biomarkerul sau compusul parinte masurat in influentul
statiei de epurare impreund cu informatiile legate de metabolismul uman, respectiv ratele de
excretie a medicamentelor, debitul apei uzate la intrarea in statia de epurare, precum si numarul
locuitorilor conectati la sistemul de canalizare (Zuccato et al., 2005; van Nuijs et al., 2011; Lai
etal., 2011; Han et al., 2022).

Modul de metabolizare si rata de excretie sunt specifice fiecarui medicament si variaza
in functie de starea de sanatate, stilul de viata, varsta si sex (Holton et al., 2022). La estimarea
consumului de medicamente trebuie sa se tina cont atat de administrarea parenterala si cat si
de cea topica (Kannan et al., 2023).

Epidemiologia bazatd pe ape uzate ofera posibilitatea de estimare a consumului de

medicamente in vederea evaluarii impactului acestora asupra mediului (Ceolotto et al., 2024).

Cerinte de prelucrare a probelor prelevate si de analiza a medicamentelor

studiate necesare in epidemiologia bazata pe ape uzate

Metode de extractie

Desi sunt progrese tehnologice din domeniul chimiei analitice, totusi majoritatea
instrumentelor nu sunt capabile sa analizeze direct probele complexe, in special probele cu
concentratii ale compusilor la nivel de ultraurme. Etapa de pregatire a probei pentru analiza
propriu-zisa presupune izolarea si/sau preconcentrarea compusilor de interes din diferite
matrici, precum si transpunerea compusilor de interes Intr-o formad compatibila cu sistemul
analitic, In vederea realizarii separarii, respectiv a detectiei acestora. ESte etapa care necesita
n jur de 80% din timpul necesar finalizarii unei analize si are importantd deosebita in rezultatul
final deoarece este sursa generatoare de cele mai multe erori, cu efecte asupra tuturor etapelor
ulterioare (Robards et al., 2004; Chen et al., 2008; Xu & Lee, 2012).

La pregatirea probelor pentru analiza instrumentala trebuie avut in vedere (Chen et al.,
2021):

(i) obtinerea unei eficiente ridicate la extractia compusilor de interes,
(if) compatibilitate intre extractul rezultat si sistemul analitic utilizat,
(iii) costul si timpul necesar realizarii procesului de extractie,

(iv) sustenabilitatea metodei de extractie, conform principiilor chimiei verzi.

Tn ultimii ani, au fost dezvoltate metode miniaturizate de pregitire a probelor pentru

analiza care respectd principiile chimiei verzi (volum redus de solvent (uL), Tnlocuirea
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solventilor toxici, consum redus de energie, diminuarea deseurilor), au posibilitate de
automatizare, prezintd grade ridicate de recuperare si factori de preconcentrare si necesitd un
volum (mL) redus de proba (Seidi et al., 2019; Samadifar et al., 2023).

Metodele miniaturizate dezvoltate atat pentru pentru extractia lichid-lichid (Beldean-
Galea, 2017) cat si pentru extractia pe faza solida (Samadifar et al., 2023) se bazeaza pe
aceleasi principii clasice de extractie. Microextractia lichid-lichid (LLME, liquid-liquid
microextraction) se realizeaza intr-o singura etapa, iar extractul final nu necesita concentrare,
deoarece volumul de solvent utilizat este de ordinul microlitrilor. Sistemul de extractie este
unul tertiar, fiind constituit din proba lichida, solventul de extractie si solventul de dispersie cu
rol in dispersia micropicaturilor de solvent de extractie in proba. Microextractia pe faza solida
(SPME, solid-phase microextraction) se realizeaza prin adsorbtia pe o faza stationara solida a
compusilor de interes din proba de analizat, urmata de eluarea lor (Chen et al., 2021).

Microextractia medicamentelor studiate a fost realizatd prin microextractia dispersiva
lichid-lichid (DLLME, Dispersive Liquid-Liquid MicroExtraction) (Rezaee et al., 2006);
DLLME-SFO(D) — Microextractie Dispersiva Lichid-Lichid cu Solidificarea Solventului de
Extractie (Dispersive Liquid-Liquid Microextraction based on Solidification of Floating
Organic Droplet) (Leong & Huang, 2008) si extractia pe faza solida (SPE, Solid-Phase
Extraction) pe cartuse Strata X (Xu & Lee, 2012).

Tehnici cromatografice de analizd

Tehnicile cromatografice de analiza sunt tehnici analitice de separare utilizate la
separarea, identificarea si determinarea calitativa si cantitativa a unor amestecuri complexe.

In prezent, cresterea performantei instrumentatiei analitice prin specificitate si
selectivitate ridicata, a facut posibild evaluarea calitativd si cantitativa a medicamentelor in
diferite tipuri de matrici complexe, cum sunt: fluide biologice, alimente, sol, apa de suprafata,
ape uzate. Medicamentele prezintd o gama larga de compusi cu proprietati fizico-chimice
diferite, ceea ce face ca determinarea lor sd fie o adevaratd provocare analiticd datorata
numarului ridicat de compusi prezenti in mediu, naturii acestora (de la compusi nepolari la
mediu polari si la foarte polari, respectiv de la compusi cu volatilitate scazutd la cei cu
volatilitate ridicatd), dar si a concentratiilor la nivel de urme si ultraurme regasite in matrici

complexe.
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Optimizarea parametrilor metodelor analitice (cromatografia in faza lichida,
cromatografia n faza gazoasa, spectrometria de masa sau spectrometria de masa in tandem) este
cruciald in dezvoltarea si aplicarea cu succes a metodei analitice in vederea determinarii

compusilor de interes din probe.

Cresterea remarcabild a numarului de publicatii privind prezenta medicamentelor in apele
din intreaga lume a fost inregistratd dupa anii 2000, ca urmare a consumului crescator de
medicamente in societate, fapt care duce la poluarea apelor si, in consecinta, are efecte negative
asupra stirii de sinitate a populatiei, dar si a animalelor (Moeder et al., 2000; Ollers et al., 2001;
Juxetal., 2002; Hilton & Thomas, 2003; Cahill et al., 2004; Zuccato et al., 2005; Cui et al., 2006;
MacLeod et al., 2007; Gros et al., 2008; Zhao et al., 2009; Parrilla Vazquez et al., 2010; van Nuijs
et al., 2011; Herrero et al., 2012; Lai et al., 2013; Kankaanpaé et al., 2014; Beldean-Galea et al.,
2015; Lai et al., 2016; Baz-Lomba et al., 2017; Duan et al., 2018; Fang et al., 2019; lancu et al.,
2020; Yan et al., 2021; Ofrydopoulou et al., 2022; Santana-Viera et al., 2023; Li et al., 2024).

Tehnica analitica frecvent utilizata pentru determinarea medicamentelor din ape uzate
in studiile WBE este cromatografia in faza lichidd de inaltd performantd cuplata cu
spectrometria de masa in tandem cu triplu cuadrupol (LC—QqQ-MS/MS) (Skees et al., 2018;
Nguyen et al., 2018; Zhang et al., 2019; Lei et al., 2021; Galani et al., 2021; Tomsone et al.,
2022; Han et al., 2022; Kannan et al., 2023; Gao et al., 2023; Li et al., 2024). Datorita polaritatii
compusilor, separarea se realizeaza pe faze stationare C1g (Nguyen et al., 2018; Zhang et al.,
2019; Wang et al., 2020; Lei et al., 2021; Yan et al., 2021; Han et al., 2022; Kannan et al.,
2023; Gao et al., 2023). Fazele mobile sunt apa cu acizi (formic, acetic), saruri (formiat de
amoniu, acetat de amoniu), acetonitril sau metanol (Skees et al., 2018; Nguyen et al., 2018;
Zhang et al., 2019; Goncalves et al., 2019; Lei et al., 2021; Galani et al., 2021; Tomsone et al.,
2022; Han et al., 2022; Kannan et al., 2023; Gao et al., 2023; Li et al., 2024). lonizarea
compusilor in metoda de analiza LC-MS/MS poate fi in mod pozitiv sau negativ (Galani et al.,
2021).
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Determinarea consumului unor medicamente in randul populatiei din
Cluj-Napoca prin metoda epidemiologiei bazate pe ape uzate

Probele de apa uzata au fost prelevate de la Statia de epurare a Municipiului Cluj-
Napoca, Romania, la care sunt arondate si patru comune limitrofe (Floresti, Gilau, Baciu si
Savadisla). Statia de epurare a apelor uzate este constituitd din trei trepte (mecanica, biologica
si chimicd), fiecare treapta avand un rol specific si bine-definit in procesul de epurare a apelor
uzate. In studiul WBE, probele compozite de apa uzati au fost colectate din influentul statiei
de epurare care este format din apa menajera, apa industriala si apa meteorica din sistemul de
canalizare care deserveste o populatie de peste 400.000 de locuitori.

Sunt prezentate trei studii de caz privind determinarea consumului unor medicamente
in randul populatiei din Cluj-Napoca prin metoda epidemiologiei bazate pe ape uzate, si anume:

(i)  Paracetamol si antiinflamatoare nesteroidiene,

(i) Hormoni steroidieni si

(i) beta-Blocante.

STUDIUL DE CAZ Nr. 1. Paracetamol si antiinflamatoare nesteroidiene

Paracetamolul este folosit in cazul simptomelor asociate gripelor si racelilor, durerilor
de cap, precum si in cazul indivizilor alergici la aspirind (Boumya et al., 2021).

Antiinflamatoarele nesteroidiene sunt, in general, sigure si eficiente in gestionarea
durerii (dureri de cap, de dinti, musculo-scheletice, respectiv post-operatorii, dismenoree si
raceala comuna) pe termen scurt, de la moderat pana la sever. Sunt analgezice nenarcotice, cu
sau fara prescriptic medicald, utilizate pe scard largd, singure sau impreuna cu alte
medicamente (Garg, 2009). Sunt eficiente in ameliorarea episoadelor dureroase la pacientii cu
boli cronice (osteoartritd), reduc riscul de a dezvolta cancer si produc regresia tumorilor.
Consumul de antiinflamatoare nesteroidiene nu produce dependenta asemenea opioidelor
(Bindu et al.,, 2020), dar in cazul unui abuz sau consum prelungit pot aparea leziuni
gastrointestinale, cardiovasculare, renale si chiar poate surveni decesul (Moore et al., 2015;
Bindu et al., 2020; Uzzaman et al., 2023). Antiinflamatoarele nesteroidiene sunt persistente,

greu degradabile si se acumuleaza in factorii de mediu (Rastogi et al., 2021).
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Antiinflamatoarele nesteroidiene sunt derivati ai acizilor carboxilici (salicilic, acetic,
antranilic, enolic) care se prezintd sub o gama largd de compusi cu proprietdti antipiretice,
analgezice si antiinflamatorii (Feng et al., 2013; Harvey & Cuculici, 2013; Bindu et al., 2020;
Huynh et al., 2023).
si de extractie din apele uzate ale paracetamolului si a celor patru antiinflamatoare
nesteroidiene luate in studiu (paracetamol — PARA, ketoprofen — KET, naproxen — NAP,
Diclofenac — DIC si ibuprofen — IBU), precum si modul in care s-a realizat estimarea

consumului Tn cele doua perioade de prelevare (septembrie 2021 si februarie 2022).

Optimizarea metodelor cromatografice de analiza
(HPLC-PDA, GC-MS-SIM, LC-MS/MS)

Analiza paracetamolului si a antiinflamatoarelor nesteroidiene studiate
prin cromatografia de inaltd performanta

Paracetamolul si cele patru antiinflamatoare nesteroidiene studiate au fost analizate prin
trei metode cromatografice de inaltd performanta cuplate cu diferiti detectori:
(i) Cromatografia in faza lichida de Tnalta performanta cuplatd cu detector cu fotodiode

(HPLC-PDA, High Performance Liquid Chromatography with Photodiode Array
Detector);

(if) Cromatografia in faza gazoasa de inaltd performantd cuplata spectrometru de masa cu
mod SIM (GC-MS-SIM, Gas Chromatography-Mass Spectrometry with Selected lons
Monitoring);

(ili) Cromatografia in faza lichida de inalta performanta cuplata cu spectrometru de masa in
tandem (LC-MS/MS, Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometry).

Concluziile STUDIULUI DE CAZ Nr. 1.

Paracetamol si antiinflamatoare nesteroidiene

Acest studiu reprezintd prima incercare din Romdnia de a estima consumul de
paracetamol si de antiinflamatoarelor nesteroidiene (ketoprofen, naproxen, ibuprofen si
diclofenac) in randul populatiei utilizind epidemiologia bazata pe ape uzate.

In acest scop, au fost dezvoltate si validate urmitoarele metode de analiza si de

extractie.
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Metoda HPLC-PDA claboratd si validata pentru medicamentele studiate prezinta
liniaritate acceptabild (R? > 0,9969) in intervalul de concentratie 0,25-10 mg/L, cu precizii
bune intraday (RSD < 2,15%) si interday (RSD < 3,19%), limite scazute de detectie si de
cuantificare ale instrumentului (10-30 pg/L; 40-90 pg/L), precum si ale metodei (40-120 ng/L;
160-200 ng/L). Cu toate acestea, metoda HPLC-PDA nu a fost suficient de specifica si
selectivd pentru analiza paracetamolului si a antiinflamatoarelor nesteroidiene din probele de

apa uzata.

Metoda GC-MS-SIM dezvoltata si validata in intervalul 0,667—10 mg/L are o liniaritate
buni (R? > 0,9872), precizie satisficitoare intraday (RSD < 12,23%) si interday (RSD <
12,68%), limite joase de detectie (30-150 pg/L) si de cuantificare (90440 pg/L) atat ale
instrumentului, cat si limitele de detectie (6-30 ng/L) si cuantificare ale metodei (18-88 ng/L).
Aceasta metodd a fost utilizatd cu succes la cuantificarea paracetamolului si a
antiinflamatoarele nesteroidiene studiate din probele de apa, datorita identificarii duble bazate
pe lonul Molecular Selectat (m/z) si a timpului de retentie. Dezavantajul metodei consta in
timpul mai lung de procesare a probelor, deoarece compusii necesita derivatizare care a fost

realizatd cu agentul de derivatizare BSTFA:TMCS (99:1, v/v).

Metoda LC-MS/MS dezvoltati si validatd prezintd o liniaritate satisficitoare (R? >
0,9872) in intervalul de concentratie 10-2000 ng/mL, cu o precizie acceptabila intraday (RSD
< 14,05%) si interday (RSD < 7,58%), avand limite de detectie (6—52 pg/L) si de cuantificare
(18,2-158 pg/L) scazute atat ale instrumentului cat si limitele de detectie (652 ng/L) si
cuantificare ale metodei (18,2-158 ng/L). Aceata metodd permite cuantificarea
paracetamolului si a antiinflamatoarelor nesteroidiene din probele de apa uzata, fara a fi

necesara o etapa suplimentara, precum in cazul metodei GC—MS-SIM.

In urma testarii celor doud metode de extractie (extractia lichid-lichid si extractia pe
faza solidd), am observat faptul ca extractia pe faza solida realizata pe cartusul Strata-X, cu un
pH 3 al probei, ofera cele mai bune grade de recuperare pentru compusii studiati (paracetamol
41,57%; ketoprofen 91,89%; naproxen 91,62%; diclofenac 87,72%; si ibuprofen 93,75%).
Celelalte cartuse de extractie considerate au fost C18-U si C18-E, dar gradele de recuperare nu
au fost satisficatoare. In cazul extractiei lichid-lichid, prezenta impuritatilor in extractul final,
in urma utilizarii acetatului de etil, perturba analiza, iar la utilizarea amestecului n-

hexan:izopropranol (3:2, v/v) nu are loc extractia paracetamolului.
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Metoda de analiza GC-MS-SIM a fost aplicata unor probe de apa uzata, colectate din
fose septice si din influentul unor statii de epurare. Concentratiile medicamentelor studiate
regasite se situeaza de la nedetectabil pand la anumite valori, dupa cum urmeaza: n.d.—224,11
ng/L pentru paracetamol; n.d.—2.705,10 ng/L pentru ketoprofen; n.d.—1.743,40 ng/L pentru
naproxen; n.d.—16.967,80 ng/L pentru diclofenac; si n.d.—2.436,70 ng/L pentru ibuprofen.
Determinarea acestora, atat in fose septice, cat si in diferite statii de epurare arata utilizarea lor

comund pentru diverse afectiuni, precum si persistenta lor.

Metoda LC-MS/MS aplicata probelor de apa uzata colectate din influentul statiei de
epurare din Cluj-Napoca, in cele doud perioade, a permis determinarea concentratiilor
prezentate in continuare: campania septembrie 2021 — concentratiile au variat in intervalele
6,46-24,83 ng/L pentru paracetamol; 0,90-9,34 ng/L pentru ketoprofen; 1,28-1,92 ug/L pentru
naproxen; 2,50-5,06 pug/L pentru ibuprofen; si 0,97-3,04 ug/L pentru diclofenac, in timp ce in
campania februarie 2022 — concentratiile au variat in intervalele 0,88—12,14 pg/L pentru
paracetamol; 0,75-3,66 pg/L pentru ketoprofen; 1,44-2,62 pg/L pentru naproxen; 1,33-5,52
ug/L pentru ibuprofen; si 1,12—2,36 pg/L pentru diclofenac. Aceste concentratii corespund unui
consum in luna septembrie 2021 intre 44,60-185,57 g/zi/1000loc paracetamol; 0,25-2,65
9/zi/1000loc ketoprofen; 0,29-0,46 g/zi/1000loc naproxen; 0,55-1,15 g/zi/1000loc ibuprofen;
si 0,23-0,73 g@/zi/1000loc diclofenac, iar pentru luna februarie 2022 intre 6,65-93,46
g/zi/1000loc paracetamol; 0,21-0,99 g/zi/1000loc ketoprofen; 0,35-0,60 g/zi/1000loc
naproxen; 0,32-0,61 g/zi/1000loc ibuprofen; si 0,27-0,57 g/zi/1000loc diclofenac.

Azotul amoniacal este parametrul hidrochimic luat in considerare pentru estimarea
populatiei conectate la sistemul de canalizare (524.394 locuitori pentru septembrie 2021,
respectiv 498.718 locuitori pentru februarie 2022), fiind specific excretiei urinare, fara a fi

afectat de activitatile industriale, casnice, dar este afectat de sezonul ploios.

Valorile ridicate ale consumului estimat al acestor medicamente Tn cadrul studiului
efectuat poate fi asociat numarului mare de cazuri SARS-CoV-2 pozitive raportate, sezonului

gripal, precum si afectiunilor reumatice.

Comparand valorile obtinute ale consumului de medicamente cu alte valori din diferite
studii, se observa ca valorile paracetamolului sunt in concordanta cu aceste valori, in timp ce
pentru ketoprofen si diclofenac valorile estimate sunt mai mari, iar pentru naproxen si

ibuprofen sunt mai mici.
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STUDIUL DE CAZ Nr. 2. Hormoni steroidieni

Hormonii sau mesagerii chimici sunt substante secretate de glandele endocrine sau de
alte tesuturi care indeplinesc functii specifice de stimulare si coordonare a activitatii anumitor

organe sau a intregului organism.

Glandele endocrine, tesuturile care produc hormoni, precum si hormonii si receptorii
hormonali constituie sistemul endocrin. Tn functie de structura lor moleculard, hormonii pot fi

grupati in polipeptide, steroizi, amine si eicosanoide (Johnstone et al., 2014).

Hormonii steroidieni (steroizii) sunt prezenti in plante, animale si oameni. Pot fi
clasificati in corticosteroizi (adrenocorticoizi) si gonadocorticoizi (hormoni sexuali: androgeni,
estrogeni, progesteroni) (Liu et al., 2021), alcatuind un grup de compusi biologic activi, derivati
din colesterol, avand in structurd un nucleu de tip ciclopentanoperhidrofenantrenic format din
trei inele ciclohexanice si un inel ciclopentanic (Cui et al., 2006). Procesul de formare a
hormonilor steroidieni se numeste steroidogeneza, iar sursa principald o constituie

lipoproteinele cu densitate scazuta (colesterolul LDL) (Samavat & Kurzer, 2015).

In functie de origine, hormonii estrogeni pot fi clasificati in (Hamid & Eskicioglu, 2012;
Dominguez-Lépez et al., 2020): (i) estrogeni naturali (estrona, estriol, estradiol); (ii) estrogeni
de sinteza (17-o-etinilestradiol); (iii) estrogeni vegetali sau fitoestrogeni (izoflavone,

cumestani) si (iv) estrogeni fungici sau micoestrogeni (zearalenona).

Estrogenii naturali sunt secretati de cortexul suprarenal, testicule, ovare si placenta,
fiind prezenti atat in organismul feminin cat si cel masculin, dar la concentratii mai mici (Culi
et al., 2006; Ojoghoro et al., 2021). Acesti hormoni au rol in cresterea si functionarea
armonioasd a organismului, sdnatatea sistemului reproducator, cardiovascular, o0sos,
gastrointestinal, precum si Tn comportamentul cognitiv (Adeel et al., 2017; Ojoghoro et al.,
2021; Liu et al., 2021). Lipsa hormonilor sau dezechilibrele hormonale pot duce la cancer,

obezitate, diabet si boli de inima (Almazrouei et al., 2023).

Medicina veterinara utilizeaza estrogenii naturali si sintetici pentru a trata disfunctiile
sistemului reproducdtor al vacilor si al iepelor, dar si ca promotori de crestere (Adeel et al.,

2017; Ojoghoro et al., 2021; Almazrouei et al., 2023).

Hidrocortizonul si 17-a-etinilestradiolul fac parte din lista medicamentelor esentiale ale
Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS, 2021).

Excretia endogena, utilizarea in scopuri terapeutice sau in sectorul zootehnic a

hormonilor steroidieni alimenteazd in mod constant prezenta acestora in factorii de mediu, n
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special in apa (Adeel et al., 2017). Hormonii steroidieni sunt perturbatori endocrini si produc

dezechilibre n biosinteza, metabolismul sau activitatea hormonilor (Almazrouei et al., 2023).

Studiul de caz nr. 2 prezinta metoda de analizd HPLC-PDA si metoda de extractie pe
faza solidd a hormonilor steroidieni studiati din apele uzate prelevate pentru a determina

incarcarea normalizata cu acestia.

Hormonii steroidieni studiati (estriol, 17-B-estradiol, estrona, 17-a-etinilestradiol,
hidrocortizon) sunt acizi foarte slabi (valorile pKa intre 10,30 si 12,59) si cu caracter usor

lipofil (valorile logP intre 1,61 si 3,94).

Concluziile STUDIULUI DE CAZ Nr. 2. Hormoni steroidieni

Acest studiu este prima tentativa din Romdnia de investigare a incdarcarii cu hormoni
steroidieni folosind metodologia epidemiologiei bazatd pe ape uzate.

In acest scop, a fost optimizata si validati cu succes o metoda HPLC-PDA. Metoda
prezinti liniaritate buni (R? > 0,9977) intr-un interval de concentratie de 1,56-50 mg/L,
precizie intraday (RSD <2,69%) si precizie interday (RSD < 3,11%) ridicate, limite de detectie
si de cuantificare scazute atat ale instrumentului (0,076-0,233 mg/L; 0,230-0,705 mg/L) cat si
ale metodei (0,114-0,163 pg/L; 0,345-1,057 pg/L).

Extractia pe faza solida a hormonilor steroidieni din probele de apa uzata s-a realizat
utilizand cartusele Strata-X, iar proba acidificata la pH 3. Gradele de recuperare obtinute sunt:
estriol 93,22%; 17-B-estradiol 89,99%; estronda 80,01%; 17-a-etinilestradiol 84,03% si
hidrocortizon 86,75%.

Tn urma analizei probelor de ape uzate din septembrie 2021, concentratia hormonilor a
fost urmatoarea: estriol 2,67-104,50 pg/L; 17-p-estradiol n.d.—2,47 pg/L; estrona n.d.—22,42
ug/L; 17-a-etinilestradiol n.d.—0,65 pg/L si hidrocortizon n.d—0,11 pg/L. Pentru probele din
februarie 2022, concentratiile de hormoni au fost: estriol 6,46—18,80 ng/L; 17-p-estradiol n.d.—
0,03 pg/L; estrond n.d.—4,35 pg/L. Hormonii 17-a-etinilestradiol si hidrocortizon nu au fost
detectati.

Incdrcarea corespunzitoare a acestor concentratii variaza in urmitoarele intervale:

(i) septembrie 2021, valorile calculate sunt: 0,60-23,81 g/zi/1000loc pentru estriol; n.d.—

0,56 pentru g/zi/1000loc 17-B-estradiol; n.d.—5,11 g/zi/1000loc pentru estrona; n.d.—

0,15 g@/zi/1000loc pentru 17-a-etinilestradiol; si n.d.—0,02 g/zi/1000loc pentru

hidrocortizon.
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(i1) februarie 2022, valorile calculate sunt: 1,49-4,28 g/zi/1000loc pentru estriol; n.d.—0,01
9/zi/1000loc pentru 17-p-estradiol; n.d.—0,98 g/zi/1000loc pentru estrona; valorile
pentru 17-a-etinilestradiol si hidrocortizon nu au fost calculate deoarece acesti hormoni

nu au fost detectati in probele de apa.

Epidemiologia bazata pe ape uzate aplicata in cercetarea noastra ar putea fi folosita ca
instrument de monitorizare a tendintelor de utilizare a hormonilor steroidieni in comunitate,
dar trebuie tinut cont de: (i) stabilitatea acestora (in canalizare si in proba), (ii) transformarea
datorita activitatii microbiene, (iii) specificitatea hormonilor (excretic sau consum), (iv)
metabolismul uman, (v) afinitatea acestora fata de solide datorita hidrofobicitatii lor, precum si

(vi) cunoasterea corectda a numarului de locuitori conectati la sistemul de canalizare.

STUDIUL DE CAZ Nr. 3. beta-Blocante

Medicamentele beta-blocante (B-blocante sau antagonisti B-adrenergici) sunt primele
medicamente pentru afectiunile cardiovasculare si reprezinta terapia de bazad in tratamentul
bolilor de inima, in special in insuficienta cardiacd, infarctul miocardic acut, hipertensiune,
angina pectorald, aritmii, dar si anxietate, atacuri de panica, migrena, hipertiroidism, precum si
medicatie topica pentru glaucom cu unghi deschis (Bekhradnia & Ebrahimzadeh, 2012;
Dissanayake & Wabhl, 2014; Parrilla Vazquez et al., 2014; Poirier & Tobe, 2014).

Datorita efectelor calmante, beta-blocantele pot fi utilizate abuziv pentru a atenua starile
de anxietate, fiind prezente in cazul dopajului sportivilor (Gongalves et al., 2019; Chen et al.,
2023), in prevenirea stresului si a mortii animalelor in drumul acestora spre abatoare (Xu et al.,
2019) sau in cazul curselor de cai (Lee et al., 2007).

Efectele adverse ale utilizarii beta-blocantelor constau in bradicardie, astm, ameteli,
varsaturi, depresie, impotentd, insomnie, coma, potential mutagenic, iar in cazul supradozajului
accidental sau intentionat duc la moarte, mai ales in cazul pacientilor cu insuficienta renald sau
hepatica (Barron et al., 2013; Dissanayake & Wahl, 2014; Chen et al., 2023). Derivatii nitro si
N-nitrozo ai beta-blocantelor sunt genotoxici, cancerigeni, mutageni si pot provoca leziuni
hepatice. Acesti derivati se formeazd in tractul gastrointestinal, in urma reactiilor dintre
gruparile functionale amina si amida ale beta-blocantelor cu acidul gastric din stomac
(Sarvestani et al., 2021).

beta-Blocantele sunt considerate poluanti pseudo-persistenti, cu timpi de injumatatire

in apa intre 0,4-13,1 £ 0,9 zile (Ramil et al., 2010; Xu et al., 2019). Maszkowska et al. (2014)
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au aratat ca beta-blocantele afecteaza nivelul de testosteron din organismele de sex masculin,
asemenea perturbatorilor endocrini. Expunerea cronica sau acutd a organismelor din mediu la
medicamente provoaca efecte negative asociate cresterii, reproducerii si chiar moartea acestora
(Xu et al., 2019).

si de extractie ale medicamentelor beta-blocante din ape uzate. Concentratiile beta-blocantelor
determinate vor fi utilizate pentru estimarea consumului in randul populatie in doua perioade
diferite (februarie 2024 si octombrie 2024).

Medicamentele beta-blocante studiate sunt: atenolol, nadolol, pindolol, acebutolol,
metoprolol, bisoprolol, propranolol, betaxolol. Sunt compusi slab alcalini, fiind amine
secundare, cu valori pKa intre 9,21 si 9,67, avand caracter hidrofil (logP 0,16-3,48) (lancu et
al., 2019)

Concluziile STUDIULUI DE CAZ Nr. 3. beta-Blocante

Acest studiu este prima Tncercare din Romania de a investiga consumul de
medicamente beta-blocante (atenolol, nadolol, pindolol, acebutolol, metoprolol, propranolol,
betaxolol) in rdndul populatie utilizind epidemiologia bazata pe ape uzate.

In acest scop au fost elaborate si validate urmitoarele metode de analiza si extractie
pentru medicamentele beta-blocante.

Metoda de analiza HPLC-PDA pentru medicamentele beta-blocante studiate prezinta
timpi de retentie bine definiti, o buni liniaritate (R* > 0,9950) in intervalul de concentratie de
1,56-50 pg/mL, o precizie intraday (RSD <2,60%) si interday (RSD < 1,68%) ridicata, limite
de detectie (0,07-0,15 pg/mL) si cuantificare (0,20-0,45 pg/mL) scazute.

Metoda de analizi GC-MS-SIM se remarci prin: o buni liniaritate (R? > 0,9981) in
intervalul de concentratie de 1,56-100 pg/mL, precizii satisfacatoare intraday (RSD < 7,38%)
si interday (RSD < 14,91%), limite scazute de detectie (0,13-0,69 pg/mL) si cuantificare (0,39—
2,10 pg/mL).

Metoda LC-MS/MS prezinta timpi de retentie si ioni moleculari specifici bine definiti,
o liniaritate bund (R? > 0,99854) in intervalul de concentratie de 1-200 ng/mL si o acuratete
ridicata (> 91,66%), limite scazute de detectie (0,08-0,22 ng/mL) si cuantificare (0,15-0,44
ng/mL).
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Utilizarea cartuselor de extractic pe faza solida C18-U a permis izolarea beta-
blocantelor studiate din probele de apa uzata. Gradul de recuperare realizat la pH 10 variaza
astfel: atenolol 21,70%, nadolol 94,22%, pindolol 85,40%, acebutolol 89,30%, metoprolol
93,54%, bisoprolol 92,30%, propranolol 88,68%, betaxolol 91,94%.

Microextractia DLLME-SFO optimizata statistic si aplicata probelor de apd uzata
prezinta valori bune ale gradului de recuperare relativa imbogatita care variaza de la 58,94 la
86,40%, cu exceptia atenololului (1,58%) si a nadololului (19,20%), iar factorul de
preconcentrare cu valori intre 60,14 si 86,40, exceptie facand atenolulul (1,61) si nadololul
(19,60).

Microextractia DLLME optimizata statistic si aplicata probelor de apa uzata arata valori
bune ale gradului de recuperare relativa imbogatita variind de la 63,34 la 82,13%. Atenololul
nu a fost extras, in timp ce pentru nadolol recuperarea a fost de 3,95%. Factorul de
preconcentrare a avut valori intre 190,03 si 246,38, exceptie facand nadololul (11,85), iar

pentru atenolol nu a fost calculat.

Microextractiile optimizate DLLME-SFO si DLLME permit extractia a sase beta-
blocante din cele opt studiate, cu grade de recuperare satisfacatoare. Prin comparare cu celelalte
microextractii prezentate 1n alte cercetari, o singurd cercetare incearca s izoleze un numar de

cinci medicamente prin microextractia DLLME.

Metoda de analizd LC-MS/MS a fost aplicata probelor de apa uzata colectate din
influentul statiei de epurare in vederea cuantificarii beta-blocantelor studiate. Concentratiile
regasite in cele doud campanii au urmatoarele intervale de valori: februarie 2024 — 5,76-8,28
ng/L atenolol; n.d.—0,12 ng/L nadolol; n.d.-0,004 ng/L pindolol; n.d.-0,25 ng/L acebutolol;
0,09-0,13 ng/L propranolol; 0,15-0,25 ng/L betaxolol; si 25,51-124,59 ng/L metoprolol;
octombrie 2024 0,09-0,21 ng/L atenolol; n.d.—0,03 ng/L nadolol; iar pindolulul si acebutololul
nu au fost detectati; 0,01-0,04 ng/L propranolol; n.d.—0,06 ng/L betaxolol; 35,01-57,84 ng/L
metoprolol. Aceste concentratii corespund urmatoarelor valori ale consumului pentru luna
februarie 2024: 2,36-3,07 mg/zi/1000loc atenolol; n.d.—0,10 mg/zi/1000loc nadolol; n.d.-0,01
mg/zi/1000loc pindolol; n.d.—0,13 mg/zi/1000loc acebutolol; 0,48-0,72 mg/zi/1000loc
propranolol; 0,23-0,38 mg/zi/1000loc betaxolol; 54,85-276,45 mg/zi/1000loc metoprolol;
pentru luna octombrie 2024: 0,03-0,08 mg/zi/1000loc atenolol; n.d.—0,03 mg/zi/1000loc
nadolol; iar pentru pindolol si acebutolol nu a fost calculat consumul; 0,04-0,19 mg/zi/1000loc
propranolol; 0,05-0,07 mg/zi/1000loc betaxolol; 68,93-111,65 mg/zi/1000loc metoprolol.
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n aplicarea epidemiologiei bazate pe ape uzate pentru determinarea consumului de
medicamente in randul populatiei, estimarea populatiei s-a realizat pe baza azotului amoniacal,

deoarece este parametrul hidrochimic provenit in urma hidrolizei ureei, fiind specific urinei.

In cadrul studiului desfasurat se observa faptul ci o temperaturd ambientald scazuta,
creste consumul de medicamente beta-blocante, datoritd efortului suplimentar depus de

sistemul cardiovascular de a furniza oxigen si de a mentine o temperaturd constanta corpului.

Prin compararea consumului estimat din cadrul studiului realizat cu alte studii din
strainatate, cantitatile de metoprolol sunt in concordantd cu cele consumate in strainitate, in
timp ce pentru atenolol, propranolol si betaxolol cantitatile estimate sunt mai scazute, iar pentru

nadolol, pindolol si acebutolol nu au fost gasite valori ale consumului in alte studii.
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Scopul prezentei teze de doctorat a fost dezvoltarea si validarea unor metode analitice
pentru cuantificarea paracetamolului, a antiinflamatoarelor nesteroidiene (ketoprofen,
naproxen, diclofenac si ibuprofen), a hormonilor steroidieni (estriol, 17-B-estradiol, estrona,
17-a-etinilestradiol, si hidrocortizon) si a beta-blocantelor (atenolol, nadolol, pindolol,
acebutolol, metoprolol, bisoprolol, propranolol si betaxolol) din probe de apa uzata, in urma
izolarii acestora prin extractia pe faza solida, in vederea aplicarii epidemiologiei bazate pe ape
uzate, pentru a estima consumul acestor medicamente in randul populatiei.

Rezultatele obtinute in cadrul acestei teze de doctorat contribuie prin microextractia
dispersiva lichid-lichid aplicata beta-blocantelor la dezvoltarea metodelor de extractie verzi,
prietenoase cu mediul. Mai mult, metoda epidemiologiei bazate pe ape uzate aplicata
concentratiilor de medicamente regasite oferd o imagine de ansamblu asupra consumului de
medicamente in randul populatiei in diferite perioade de timp, constituind o metoda rapida si
noninvaziva de evaluare a starii de sanatate a populatiei.

Cercetirile efectuate in cadul prezentei teze de doctorat pot fi sumarizate astfel:

1) A fostrealizat un studiu de literatura in legatura cu:

v' Medicamentele antipiretice si antiinflamatoare utilizate in cazul imbolnavirii cu SARS-
CoV-2, respectiv in cazul infectiilor sezoniere;

v/ Utilizarea hormonilor steroidieni pentru diferitele dezechilibre ale sistemului
reproducator;

v' Utilizarea beta-blocantelor pentru tratamentul afectiunilor cardiace, respectiv consumul
abuziv datorita efectelor calmante;

v' Tehnicile de analizd cromatografica si de extractie utilizate in determinarea
medicamentelor din probe de apa uzata;

v Epidemiologia bazata pe ape uzate, respectiv etapele constituente si aplicarea corecta a
metodei (sprelevarea probelor de apa din influentul statiei de epurare, selectarea
biomarkerului specific compusului de interes, *determinarea numarului de locuitori

arondati statiei de epurare si *calculul consumului de medicamente).

2) Au fost dezvoltate si optimizate metodele de analiza si de extractie pentru cele trei
clase de medicamente studiate si utilizatda metoda epidemiologiei bazatd pe ape uzate

pentru a determina consumul acestora:
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V' Paracetamol si antiinflamatoare nesteroidiene

*Metoda HPLC-PDA dezvoltatd si validatd utilizatd pentru cuantificarea
paracetamolului si a antiinflamatoarelor nesteroidiene din probele de apa uzatd nu a fost
suficient de specificd si selectiva.

*Metoda GC-MS dezvoltatd si validatd a fost utilizatd cu succes la determinarea
concentratiilor de paracetamol, respectiv de antiinflamatoare nesteroidiene studiate din probele
de apa uzata, ca urmare a identificarii compusilor pe baza ionului molecular selectat (m/z) si a
timpului de retentie, dar a necesitat o etapa de lucru suplimentard, si anume derivatizarea cu
BSTFA:TMCS (99:1, v/v).

*Metoda LC-MS/MS dezvoltata si validata a permis cuantificarea paracetamolului si a
antiinflamatoarelor nesteroidiene studiate din probele de apa uzata, fara a fi necesara o etapa
suplimentard, avand limite de detectie (652 pg/L) si de cuantificare (18,2—158 ug/L) scazute.

*Metoda de extractie optimd pentru izolarea paracetamolului si a antiinflamatoarelor
nesteroidiene studiate a fost extractia pe faza solida folosind cartusele de extractie Strata-X la
un pH al probei de 3. Gradele de recuperare obtinute sunt: paracetamol 41,57%; ketoprofen
91,89%; naproxen 91,62%; diclofenac 87,72%; si, respectiv ibuprofen 93,75%. Extractia
lichid-lichid, precum si extractia pe faza solida folosind cartusele C18-U si C18-E nu a oferit
rezultate multumitoare.

*Concentratiile medicamentelor studiate regdsite in probele de apa colectate din
influentul statiei de epurare a municipiului Cluj-Napoca, in cele doud campanii de prelevare
(septembrie 2021, februarie 2022), au avut valori cuprinse intre: paracetamol 0,88-24,83 ug/L;
ketoprofen 0,75-9,34 pg/L; naproxen 1,28-2,62 pg/L; ibuprofen 1,33-5,06 pg/L; si, respectiv
diclofenac 0,97-3,04 pg/L.

«In urma aplicirii metodei epidemiologiei bazate pe ape uzate in vederea estimarii
consumului de paracetamol si de antiinflamatoare nesteroidiene, in randul populatiei, acest
consum a variat in urmatoarele intervale: 6,65-185,57 g/zi/1000loc pentru paracetamol; 0,21
2,65 @/zi/1000loc pentru ketoprofen; 0,29-0,60 g/zi/1000loc pentru naproxen; 0,32-1,15
g/zi/1000loc pentru ibuprofen; si, respectiv 0,23-0,73 g/zi/1000loc pentru diclofenac.

*Estimarea numarului de locuitori conectati la sistemul de canalizare s-a realizat pe baza
azotului amoniacal, parametrul hidrochimic care indicd cel mai bine numarul de locuitori.

*Consumul ridicat de paracetamol si antiinflamatoare nesteroidiene obtinut in cele doua
perioade investigate poate fi asociat numarului ridicat de cazuri de imbolnaviri ca urmare a

infectiei cu SARS-CoV-2, a virozelor respiratorii sau a durerilor osteoarticulare.
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v" Hormonii steroidieni

*Metoda HPLC-PDA optimizatd si validatd pentru analiza hormonilor steroidieni
studiati din probe de apa prezinta limite de detectie (0,076-0,233 mg/L) si de cuantificare

(0,230-0,705 mg/L) scazute, fiind eficienta in determinarea acestora.

+Utilizarea metodei de extractie pe faza solida folosind cartuse de extractie Strata-X a
permis izolarea eficientd a hormonilor steroideni, gradele de recuperare obtinute fiind
urmatoarele: estriol 93,22%; 17-B-estradiol 89,99%; estrona 80,01%; 17-a-etinilestradiol
84,03%; si, respectiv hidrocortizon 86,75%.

*Concentratiile hormonilor steroidieni prezente in cele optsprezece probe de apa uzata
analizate (doud campanii de prelevare probe: septembrie 2021 si februarie 2022) s-au situat in
urmatoarele intervale de valori: estriol 2,67-104,50 pg/L; 17-B-estradiol n.d.—2,47 npg/L;
estrona n.d.—22,42 ug/L; 17-a-etinilestradiolul n.d.—0,65 pg/L; si, respectiv hidrocortizon n.d.—
0,11 pg/L.

«In cazul hormonilor steroidieni, metoda epidemiologiei bazatd pe ape uzate a fost
aplicatd doar pentru normalizarea cantitatilor determinate de medicamente in probele de apa.
Aceasta normalizare a cantitatilor a fost aleasa deoarece in cadrul studiului nu s-a putut face
distinctia dintre hormonii consumati si cei excretati in mod natural, exceptiile fiind pentru 17-
a-etinilestradiol si hidrocortizon, dar acesti hormoni au fost detectati doar intr-o singura proba.
Valorile normalizate ale incarcarii cu hormoni steroidieni sunt: 0,60—23,81 g/zi/1000loc pentru
estriol; n.d.—0,56 g/zi/1000loc pentru 17-B-estradiol; n.d.—5,11 g/zi/1000loc pentru estrona;
n.d.—0,15 g/zi/1000loc pentru 17-a-etinilestradiol; si, respectiv n.d.—0,02 g/zi/1000loc pentru

hidrocortizon.

*Estimarea numarului de locuitori conectati la sistemul de canalizare s-a realizat pe baza

azotului amoniacal, parametrul hidrochimic care indica cel mai bine numarul de locuitori.
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v" beta-Blocante

*Metoda HPLC-PDA dezvoltata si validata a fost aplicatd cu succes in cuantificarea
medicamentelor beta-blocante din probele de apa, avand limite de detectie (0,07-0,15 pg/mL)

si de cuantificare (0,20-0,45 pg/mL) scazute.

*Metoda GC-MS elaborata si validata a fost eficientd in determinarea beta-blocantelor
din probele de apd si se remarca prin limite de detectie (0,13-0,69 pg/mL) si de cuantificare
(0,39-2,10 ug/mL) scazute, dar aceasta metoda necesita derivatizarea medicamentelor cu

BSTFA:TMCS (99:1, v/v) anterior analizei cromatografice.

*Metoda LC-MS/MS dezvoltatd si validatd pentru analiza beta-blocantelor prezinta
limite de detectie (0,08-0,22 ng/mL) si de cuantificare (0,15-0,44 ng/mL) scazute, fiind

adecvata determinarii acestor medicamente din probele de apa uzata.

*Metoda de extractie pe faza solida elaborata pentru izolarea beta-blocantelor, utilizand
cartusele de extractie C18-U, a oferit grade de recuperare optime, dupa cum urmeaza: nadolol
94,22%; pindolol 85,40%; acebutolol 89,30%; metoprolol 93,54%; bisoprolol 92,30%;
propranolol 88,68%; betaxolol 91,94%; exceptia constituind-0 atenololul cu doar 21,70%.

*Necesitatea aplicarii principiilor chimiei verzi in etapa de extractie, precum gi numarul
redus de studii disponibile referitoare la aceste microextractii aplicate beta-blocantelor, au
condus la incercarea de a izola beta-blocantele utilizand microextractiile DLLME-SFO si
DLLME. Aceste microextractii au oferit valori satisfacatoare pentru gradele de recuperare si
factorii de preconcentrare. Astfel, gradele de recuperare pentru DLLME-SFO au variat de la
59,99 la 87,55%, exceptiile fiind atenololul cu 14,71% si nadololul cu 29,85%. Factorii de
preconcentrare au valori Intre 61,22 si 89,34, cu exceptia atenololului (15,01) si a nadololului
(30,46). Gradele de recuperare folosind microextractia DLLME au fost intre 53,04 si 92,10%,
exceptiile fiind atenololul (care nu a fost detectat) si nadololul (cu 3,14%). Factorii de
preconcentrare au variat intre 198,89 si 243,97, exceptie facand atenololul care nu a fost

detectat si nadololul cu un factor de 11,79.

*Concentratiile beta-blocantelor cuantificate in probele de apa uzata prelevate din
influentul statiei de epurare a municipiului Cluj-Napoca, in cele doud periode investigate
(februarie 2024 si octombrie 2024), au avut valori situate intre: atenolol 0,09-8,28 ng/L;
nadolol n.d.-0,12 ng/L; pindolol n.d.—0,004 ng/L; acebutolol n.d.—0,25 ng/L; propranolol 0,01—
0,13 ng/L; betaxolol n.d.—0,25 ng/L; si, respectiv metoprolol 25,51-124,59 ng/L.
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*Estimarea consumului de medicamente beta-blocante in randul populatiei utilizand
metoda epidemiologiei bazata pe ape uzate a aratat valori cuprinse fintre: 0,03-3,74
mg/zi/1000loc pentru atenolol; n.d.—0,10 mg/zi/1000loc pentru nadolol; n.d.—0,001
mg/zi/1000loc pentru pindolol; n.d.—0,13 mg/zi/1000loc pentru acebutolol; 0,04-0,72
mg/zi/1000loc pentru propranolol; n.d.—0,38 mg/zi/1000loc pentru betaxolol; si, respectiv
54,85-276,45 mg/zi/1000loc pentru metoprolol.

*Estimarea populatiei conectate la sistemul de canalizare pentru beta-blocante s-a
realizat pe baza azotului amoniacal, parametrul hidrochimic care indica cel mai bine numarul

de locuitori.

*Consumul estimat de medicamente beta-blocante Tn luna februarie 2024 este mai
ridicat, comparativ cu cel din luna octombrie 2024, fapt datorat temperaturii ambientale mai
scazute, ceea ce implicd o nevoie mai mare de beta-blocante pentru suportul functionarii

adecvate a sistemului cardiovascular.

3) Metodele analizi si metodele de extractie elaborate si validate au permis
cuantificarea adecvata a medicamentelor studiate, dar au existat si cateva exceptii, care

necesita eforturi suplimentare pentru imbunatatirea performantei acestora.

In concluzie, acest studiu confirmd potentialul metodei epidemiologiei
bazate pe ape uzate ca metoda eficienta si valoroasa pentru estimarea
tendintelor temporale ale consumului de medicamente in randul populatiei, dar
necesita pentru analize aparatura instrumentald de inalta performantda sau in
situatii speciale de ultra-inalta performanta.

Monitorizarea apelor uzate este o metoddi complementard de

supraveghere a sanatatii publice, dar si a mediului inconjurator.
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ANEXE

Anexa .

Lista abrevierilor utilizate Tn mod frecvent in teza de doctorat

17-0-EE 17-a-Etinilestradiol

17-B-E 17-B-Estradiol

a panta dreptei de regresie

ACE Acebutolol

ACN Acetonitril

AF Acid formic

AINS Antiinflamatoare nesteroidiene

ATE Atenolol

BIS Bisoprolol

BOD Biological Oxygen Demand
consumul biologic de oxigen

BSTFA N,O-bis(Trimethylsilyl)TrifluoroAcetamide
N,O-bis(Trimetilsilil) TrifluorAcetamida

BTX Betaxolol

COD Chemical Oxygen Demand
consumul chimic de oxigen

DAD Diode Array Detector
detector cu sir de diode

DIC Diclofenac

DLLME Dispersive Liquid-Liquid MicroExtraction
microextractia dispersiva lichid-lichid

DLLME-SFO Dispersive Liquid-Liquid MicroExtraction based on Solidification of
Floating Organic Droplet
microextractie dispersiva lichid-lichid cu solidificarea solventului de
extractie

El Estriol

E2 Estrona

EF Enrichment (preconcentration) Factor
factorul de preconcentrare

ER Relative Enrichment Recovery
gradul de recuperare relativa imbogatita

ESI ElectroSpray lonization
ionizare prin electropulverizare

GC-MS Gas Chromatography—Mass Spectrometry

cromatografia n faza gazoasa cuplata cu spectrometria de masa
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HC HydroCortisone
hidrocortizon
HLB Hydrophilic Lipophilic Balance
echilibru hidrofilic-lipofilic
HPLC High-Performance Liquid Chromatography
cromatografia in faza lichida de inalta performanta
HRMS High Resolution Mass Spectrometry
spectrometria de masa de inalta rezolutie
HRT Hormone Replacement Therapy
terapie de substitutie hormonald
IBU Ibuprofen
ICH International Council for Harmonisation
Conferinta Internationala pentru Armonizare
IT-MS lon Trap Mass Spectrometer
spectrometru de masa cu trapa ionica
KET Ketoprofen
Kow n-Octanol-Water Partition Coefficient
coeficientul de partitie n-octanol-apa
LC Liquid Chromatography
cromatografia in faza lichida
LD Limit of Detection
limita de detectie
LDM Limit of Detection of Method
limita de detectie a metodei
LLE Liquid-Liquid Extraction
extractia lichid-lichid
loc locuitori
LogP Logarithm of n-Octanol-Water Partition Coefficient
coeficientul de partitie
LQ Limit of Quantification
limita de cuantificare
LQM Limit of Quantification of Method
limita de cuantificare a metodei
m/z Mass-to-Charge Ratio
raportul masa/sarcina
MRM Multiple Reaction Monitoring
monitorizarea reactiilor multiple
MS/MS Tandem Mass Spectrometry

spectrometrie de masa 1n tandem
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MSTFA N-Methyl-N-Trimethylsilyl)triFluoroAcetamide
N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoracetamida

MTP Metoprolol

n numarul de masuratori efectuate

n.d. nedetectat

NAD Nadolol

NAP Naproxen

NH2z-N Azot amoniacal

Orbitrap MS Orbitrap Mass Spectrometer
spectrometru de masa cu trapa orbitala

PARA Paracetamol

PDA Photodiode Array Detector
detector cu fotodiode

PIN Pindolol

pKa constanta de aciditate

PRP Propranolol

PTFE PolyTetraFluoroEthylene
politetrafluoroetilena

PVDF PolyVinyliDen Fluoride
difluorura de poliviniliden

QqLIT-MS Quadrupole-Linear lon Trap Mass Spectrometry

spectrometria de masa cuadrupol cu trapa de ioni

QQqQ-MS, TQ-MS

Triple-Quadrupole Mass Spectrometry
spectrometria de masa cu triplu cuadrupol

QTOF-MS Quadrupole Time-Of-Flight Mass Spectrometry
spectrometria de masa cu timp de zbor si cuadrupol
R? Correlation Coefficient
coeficientul de corelare
RSD Relative Standard Deviation
deviatia standard relativa
SARS-CoV-2 Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
coronavirusul sindromului respirator acut sever 2
SD Standard Deviation
deviatia standard
SIM Selected lon Monitoring
monitorizarea ionului selectat
SPE Solid-Phase Extraction

extractia pe fazd solida
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SUA Statele Unite ale Americii
TMCS TriMethylChloroSilane
trimetilclorsilan
TN azotul total
TP fosforul total
tr Retention Time
timpul de retentie
UHPLC Ultra-High-Performance Liquid Chromatography
cromatografia in faza lichida de ultra-inalta performanta
UPLC Ultra-Performance Liquid Chromatography
cromatografia in faza lichida ultra performanta
UV/Vis UltraViolet-Visible
ultraviolet-vizibil
WBE Wastewater Based Epidemiology

epidemiologia bazata pe ape uzate
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studiului doctoral

Publicatii stiintifice:

M.-C. Herghelegiu, A. Ernault, M. S. Beldean-Galea, M.-V. Coman.

HPLC-PDA versus GC-MS in the analysis of paracetamol and non-steroidal anti-inflammatory
drugs in wastewater.

Studia Universitatis Babes-Bolyai, Chemia 2023, 68(1), 19-35.
https://doi.org/10.24193/subbchem.2023.1.02 (Impact factor: 0.500)

Beldean-Galea M.S., Herghelegiu M.-C., Panescu V.-A., Vial J., Bruzzoniti M.C., Coman M.-V.

The effectiveness of liquid-phase microextraction of beta-blockers from aqueous matrices for
their analysis by chromatographic techniques.

Molecules 2025, 30, 1016.
https://doi.org/10.3390/molecules30051016 (Impact factor: 4.2)

M.-C. Herghelegiu, M.-V. Coman, M.S. Beldean-Galea.

A pilot study for evaluation of steroid hormone consumption in Cluj-Napoca, Romania,
through wastewater-based epidemiology —

Toxicological and Environmental Chemistry — acceptata spre publicare (06.07.2025).

M.S. Beldean-Galea, M.-C. Herghelegiu, A. Combes, J. Vial, R. T6tés, M.C. Bruzzoniti,
M.-V. Coman.

A surveillance of paracetamol and nonsteroidal anti-inflammatory drug consumption in Cluj-
Napoca, Romania using wastewater-based epidemiology —

Metabolites — in pregitire finald (abstract acceptat spre publicare).
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26" International Symposium on Separation Sciences, 28/06-01/07/2022, Ljubljana, Slovenia.

Poster: Analysis of non-steroidal anti-inflammatory drugs and paracetamol in wastewater by
GC-MS and HPLC-PDA. A comparative study.

*M. C. Herghelegiu, M.-V. Coman, M.S. Beldean-Galea

51" International Symposium on High Performance Liquid Phase Separations and Related
Techniques, 18-22/06/2023, Duesseldorf, Germania.

Poster: Estimating the consumption of nonsteroidal anti-inflammatory drugs and paracetamol
in the SARS-CoV-2 pandemic in Romania through wastewater-based epidemiology.

*M.-C. Herghelegiu, A. Combes, M.-V. Coman, M.S. Beldean-Galea

27" International Symposium on Separation Sciences, 24-27/09/2023, Cluj-Napoca, Romania.

Poster: A pilot study for evaluation of steroid hormone consumption in Cluj-Napoca, Romania
through wastewater based epidemiology

*M.-C. Herghelegiu, M.-V. Coman, M.S. Beldean-Galea

Poster: Wastewater-Based Epidemiology as a surveillance tool to assess human consumption
of beta-blockers
M.-C. Herghelegiu, E. Ea, V.-A. Panescu, M.-V. Coman, M.S. Beldean-Galea

Symposium Environment & Progress 13/06/2024 — 15/06/2024, Cluj-Napoca, Romania.

Prezentare orala: Wastewater-based epidemiology as a monitoring tool for assessing human
consumption of pharmaceuticals
*M.-C. Herghelegiu, M.-V. Coman, M. S. Beldean-Galea

28" International Symposium on Separation Sciences, 22—-25/09/2024 Messina, Italia.

Prezentare orala: Wastewater-based epidemiology to assess pharmaceutical consumption in
urban populations
M.-V. Coman, M.-C. Herghelegiu, M. S. Beldean-Galea

Prezentare orala: The effectiveness of liquid phase microextraction of betablockers from
aqueous matrices for their analysis by chromatographic techniques

M.-C. Herghelegiu, V. A. Panescu, M.-V. Coman, M. S. Beldean-Galea

*Lucrari comunicate personal
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Stagii de cercetare desfasurate in strainatate in cadrul programului doctoral

Stagiul doctoral de cercetare efectuat la:

Ecole Supérieure de Physique et de Chimie Industrielles de la Ville de Paris
(ESPCI Paris-PSL), Paris, Franta,
Department of Analytical Chemistry,

Laboratory of Analytical, Bioanalytical Sciences and Miniaturization (LSABM).

Perioada: 13 septembrie 2022 — 11 noiembrie 2022

Lucriri experimentale efectuate utilizind infrastructura de cercetare a laboratorului:
Extractia SPE pe cartuse Strata-X si analiza LC-MS/MS a paracetamolului si a patru
antiinflamatoare nesteroidiene (ketoprofen, naproxen, ibuprofen si diclofenac) din probe de
ape uzate, prelevate de la Statia de Epurare din municipiul Cluj-Napoca, in doud campanii
(septembrie 2021 si februarie 2022). Elaborarea si validarea metodei de analizda LC-MS/MS.
Utilizarea metodei la determinarea concentratiilor medicamentelor studiate. Interpretarea

rezultatelor experimentale obtinute.



